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Les protéines membranaires sont un constituant capital de la membrane plas-
mique et représentent environ 50 % du poids de cette dernière. Elles assurent la
communication entre l’environnement et le milieu intracellulaire, jouant un rôle dé-
terminant dans la fonction de la cellule. Lorsque l’on effectue la recherche "membrane
protein" sur le moteur PubMed, plus de 1,2 million de publications sont recensées, ce
qui témoigne du grand intérêt scientifique qui leur est porté. Leur fonction, au sein
de la plaque tournante que constitue la membrane plasmique, justifie la nécessité de
comprendre les mécanismes qui régissent leurs comportements.
Les canaux ioniques représentent une des familles de protéines membranaires les
plus importantes. Ils jouent un rôle central dans divers processus biologiques tels que
la création de signaux électriques dans le système nerveux, ou encore la sécrétion de
certaines hormones comme l’insuline. Ces canaux ont la particularité de convertir
des évènements biologiques en signal électrique.
Le canal sensible à l’ATP, ou canal KATP , fait partie de cette grande famille et
est exprimé dans des types cellulaires variés, allant des neurones aux cellules β du
pancréas, en passant par les cellules musculaires lisses. Un canal KATP fonctionnel
résulte de l’association unique d’un récepteur, le récepteur des sulfonylurées (SUR),
et d’un canal potassique rectifiant entrant Kir6.x. La régulation de ce canal revêt
plusieurs aspects. Son activité peut en effet être modulée par des effecteurs endo-
gènes, ou encore par des molécules pharmacologiques. Cette diversité d’effecteurs
révèle la complexité de ce système dont certains mécanismes restent encore à dé-
voiler. Son mode de régulation physiologique repose principalement sur la valeur du
rapport entre la concentration intracellulaire d’adénosine triphosphate (ATP) et celle
d’adénosine diphosphate (ADP). Ces deux molécules étant étroitement liées à l’état
énergétique de la cellule, le canal KATP constitue un biocapteur naturel du méta-
bolisme cellulaire. De surcroît, la sous–unité SUR est capable de modifier l’activité
de Kir6.x, et ce, suite à son interaction avec différents types de ligands comme les
sulfonylurées, classe de composés utilisée pour traiter certains diabètes. De par leur
implication dans de telles maladies, il est nécessaire de découvrir de nouveaux com-
posés ciblant le canal KATP et présentant une efficacité supérieure à ceux utilisés
actuellement. Ainsi, dans le cadre d’une collaboration avec le Dr V. Cecchetti de
l’Université de Pérouse, nous avons testé différentes molécules sur le canal KATP .
La Nature étant une source intarissable d’inspiration, nous avons utilisé le modèle
du canal KATP pour élaborer une nouvelle sorte de biocapteurs électriques artificiels.
Cette approche biomimétique nous a permis de mettre en place un couplage fonc-
tionnel entre un récepteur couplé aux protéines G (GPCR) et Kir6.2, pore du canal
KATP . Cette association n’ayant pas lieu de manière spontanée, nous l’avons forcée
en liant de manière covalente ces deux protéines. D’aucun pourrait se demander pour
quelles raisons nous avons choisi un canal comme rapporteur de l’activité des GPCR.
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La première est historique, puisque Kir6.2, sous–unité du canal KATP , est étudié au
sein du laboratoire depuis de nombreuses années. L’ensemble des connaissances dont
nous disposons sur ce canal facilite donc les travaux que nous avons entrepris. De
plus, le fait que Kir6.2 soit directement régulé par un récepteur, SUR, en fait un
candidat idéal comme composant des ICCR. Ensuite, les canaux ioniques engendrent
un courant électrique facilement mesurable grâce aux méthodes d’électrophysiologie
dont nous faisons usage au laboratoire. Ce dispositif est également très sensible puis-
qu’il nous est possible de détecter l’activité d’un seul canal et ce, de manière directe,
puisque la cible (le GPCR) est physiquement liée à la sonde (Kir6.2). Nous avons
choisi les GPCR car ils constituent l’une des familles de protéines membranaires les
plus étendues et sont au centre de diverses fonctions physiologiques. Cela en fait, en
cas de dysfonctionnement, les protagonistes d’un bon nombre de pathologies, plaçant
ainsi les GPCR en tête des cibles pharmacologiques. Cet aspect laisse donc se profiler
de nombreuses applications pour ces biocapteurs artificiels, notamment dans le cadre
du criblage haut débit, méthode adoptée par les entreprises pharmaceutiques pour
détecter des médicaments potentiels. D’un point de vue un peu plus fondamental,
notre système pourrait aider à comprendre plus avant la régulation de l’ouverture et
de la fermeture ( i.e. "gating") de Kir6.2.
Avant de présenter les résultats obtenus au cours de ces travaux de thèse, une
introduction abordera les différents thèmes touchant à notre sujet d’étude et qui
sont nécessaires à la compréhension de notre démarche. Nous présenterons donc un
rapide rappel sur les propriétés électriques des membranes qui sera suivi par trois
chapitres traitant des canaux KATP , des GPCR et des biocapteurs faisant intervenir
des canaux ioniques. Une seconde partie sera dédiée aux méthodes et matériel utilisés






Rappels sur la membrane
plasmique et ses propriétés
électriques
0.1 Structure et fonction de la membrane plasmique
La membrane plasmique joue un rôle de barrière, séparant le contenu de la cellule
de l’environnement. Elle assure également la communication ou l’adhésion entre des
cellules voisines (desmosomes, jonctions communicantes). Elle limite la circulation
des solutés tandis que d’autres molécules, telles que certains gaz (O2, N2) ou compo-
sés hydrophobes, diffusent relativement librement. La membrane assure également
la compartimentation de la cellule, séparant différentes organites (mitochondrie, ly-
sosome, chloroplaste. . . ).
Les lipides constituent un des composants majeurs de la membrane plasmique.
On compte parmi eux des phospholipides (phosphatidylcholine, phosphatidylétha-
nolamine. . . ), des sphingolipides ou encore le cholestérol. Ces lipides présentent une
tête polaire, hydrophile, orientée vers l’extérieur de la bicouche et une queue hy-
drophobe qui est située en son centre. La composition en lipides peut influencer le
fonctionnement d’un autre composant de la membrane : les protéines membranaires.
Ces dernières sont, suivant leur agencement par rapport à la membrane, classées en
trois catégories :
– Les protéines monotopiques, qui ne traversent pas la membrane de part et
d’autre,
– les protéines bitopiques, qui elles, traversent la membrane,
– les protéines polytopiques, qui coupent la membrane à plusieurs reprises.
La membrane plasmique constitue un des lieux de la transduction du signal par le
biais de récepteurs, qui, lorsqu’ils sont activés par leur ligand (molécule spécifique),
induisent des cascades de signalisation intracellulaires aboutissant à une réponse de la
cellule à un stimulus environnemental. Certaines protéines membranaires permettent,
entre autres, la diffusion des ions (canaux ioniques), ou encore le transport de cer-
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Figure 1 – Représentation de la membrane plasmique.
taines molécules comme le glucose (transporteurs). L’importation de ces molécules
dans la cellule est nécessaire à sa bonne fonction.
0.2 Propriétés électriques des membranes et canaux io-
niques
0.2.1 Concepts de base
De manière générale, l’intensité d’un courant (i, mesuré en ampères, A), cor-
respond au déplacement (flux) de charges électriques (q) à travers une surface sur
un intervalle de temps défini (dt) (i = dqdt ). Cette définition s’applique aux courants
ioniques, qui sont engendrés par un flux d’ions. L’ordre de grandeur de ces courants
va du picoampère (pA) au microampère (µA). Par convention, l’intensité (i) d’un
courant sortant (eﬄux de cations ou influx d’anions) est positive tandis que celle
d’un courant entrant (influx de cations ou eﬄux d’anions) est négative.
Le déplacement d’un ion d’un point A, possédant un certain potentiel, à un
point B de potentiel différent, entraîne le gain ou la perte d’énergie de ce dernier. La
différence de potentiel entre les deux points est :
∆V = VA − VB
Ce schéma s’applique également à un ion qui transite d’un côté à l’autre de la mem-
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Figure 2 – Schématisation d’un potentiel d’action d’une cellule nerveuse. Lorsque
qu’une cellule nerveuse est excitée de manière suffisante (seuil de stimulation), celle–
ci subit une dépolarisation (en orange). S’ensuit une phase de repolarisation (en
bleu) qui est suivie par une étape d’hyperpolarisation (en vert). Le potentiel est
alors inférieur au potentiel de repos.
brane. Ainsi, la différence de potentiel entre la face interne et externe de la membrane
est appelée potentiel de membrane (Em) :
Em = Vint − Vext (1)
Un courant entrant induit une dépolarisation (augmentation du potentiel membra-
naire) et un courant sortant une hyperpolarisation (diminution du potentiel mem-
branaire) de la cellule (fig. 2). Le potentiel de repos (Er) d’une cellule correspond
à la situation où la distribution inégale des charges entre l’intérieur et l’extérieur est
maintenue. En d’autres termes, la somme des courants qui sont engendrés par le pas-
sage des différentes espèces ioniques dans l’ensemble des canaux se doit d’être nulle.
Le potentiel de membrane Em est déterminé par la valeur des potentiels d’équilibre
des ions répartis de chaque côté de la membrane. Ainsi, si on suppose qu’une cel-
lule contient un seul type de canaux perméables à une seule espèce ionique, alors, la
valeur du potentiel de membrane correspond à celle du potentiel d’équilibre de l’ion








– R est la constante des gaz parfaits, R=8,314 J.mol−1.K−1,
– T est la température absolue en Kelvins,
– z est la valence de l’ion considéré,
– F, la constante de Faraday, F= 96500 C.mol−1,
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– [Ion]ext et [Ion]int sont les concentrations extra– et intracellulaires de l’ion,
respectivement.
Dans le cas où plusieurs espèces ioniques sont impliquées, le potentiel de mem-
brane se rapproche de celui de l’ion le plus perméant. Ainsi, au repos, la membrane
étant plus perméable aux ions K+ que Ca2+, Na+ et Cl−, le potentiel de la cellule est
assimilable au potentiel d’équilibre du potassium, c’est–à–dire généralement compris
entre -50 et -80 mV.
0.2.2 Modèle électrique de la membrane
Deux éléments rentrent dans la détermination des propriétés électriques de la
membrane : la capacité et la résistance. La bicouche lipidique, qui est imperméable
aux ions, joue un rôle d’isolant et confère à la membrane une capacité électrique.
Même si les ions ne peuvent pas traverser la membrane, il leur est possible d’interagir
avec elle ce qui résulte en une accumulation de charges (Q, en Coulombs, C) opposées
de part et d’autre de la membrane. Ce comportement est similaire à celui d’un
condensateur dans un circuit électrique. De par la faible épaisseur de la bicouche
lipidique (3 nm), ces charges interagissent électrostatiquement. La capacité (C) se
mesure en farads (F) et dépend de l’épaisseur de la membrane et de ses propriétés
d’isolation. En outre, la valeur de la capacité influence la façon dont la membrane
réagit en réponse à une variation de voltage (∆V, en Volts). Ainsi, la capacité est





Les canaux ioniques, quant à eux, laissent passer les ions de manière spécifique
et constituent, lorsqu’ils sont ouverts, une résistance (ou conductance, g). Le modèle
électrique de la membrane peut donc être représenté par un condensateur connecté en
parallèle à une résistance (fig. 4). Le terme conductance correspond à la perméabilité
des canaux aux ions tandis que la résistance reflète l’imperméabilité de ces canaux
aux ions. Cette conductance, g, est en fait la somme des conductances de tous les
canaux présents à la membrane. Si on considère que N est le nombre de canaux et γ
la conductance unitaire (conductance d’un canal), alors, on obtient :
g = N · γ







Figure 3 – Représentation électrique d’un canal ionique.
Ainsi, à un voltage donné, plus la conductance est élevée, ou la résistance faible,
plus les ions traversent facilement la membrane. Un canal peut donc être représenté
par une résistance électrique, mais cela est sans compter sur le fait qu’un canal peut
exister sous deux configurations : fermée ou ouverte. De cette manière, un canal
ionique, sélectif pour un type d’ion, peut être schématisé par une pile (potentiel
d’inversion de l’ion considéré), une résistance et un interrupteur (état ouvert/fermé),
l’ensemble étant monté en série (fig. 3).
La relation entre la résistance (R, en Ohms, Ω), le courant (i) et le voltage (V)
est régie par la loi d’Ohm :
V = R · I (5)
Si on considère l’équation (4), la loi d’Ohm devient alors :
I = g · V (6)
Le courant dépend donc du produit de la conductance (facilité des ions à traverser
la membrane) et du voltage mesuré de part et d’autre de la membrane.
Si on tient compte de la définition du potentiel de membrane (Em), défini par
l’équation (1), la loi d’Ohm (eq. (6)) peut alors s’écrire :
I = g · (Vint − Vext) (7)
Si on s’intéresse maintenant à un ion en particulier, et que l’on veut déterminer
un courant unitaire illustrant la facilité avec laquelle cet ion traverse le canal, il est
possible d’écrire, en utilisant la loi d’Ohm :
iion = γion · (Em − Eion) (8)
Où,
– γion est la conductance unitaire du canal (en Siemens),
– Em est le potentiel de membrane,
– Eion est le potentiel d’équilibre de l’ion, défini par la loi de Nernst,
– Em−Eion est la force électromotrice appliquée à l’ion.
Cette équation définit la relation entre le courant et le potentiel. Il est alors
possible de tracer une courbe appelée courbe courant–potentiel (courbe i–V) (fig. 5).
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Figure 4 – Modèle électrique de la membrane. La bicouche lipidique étant imper-
méable aux ions, elle peut être représentée par un condensateur tandis que les canaux
ioniques constituent des résistances ou conductances.
Si les concentrations sont identiques de part et d’autre de la membrane, le potentiel
d’équilibre de l’ion déterminé par la loi de Nernst est nul. De ce fait, en appliquant
la loi d’Ohm, le courant s’annule lorsque le potentiel de membrane est égal à 0 mV,
il s’agit du potentiel d’inversion de l’ion considéré. Celui–ci illustre la sélectivité du
courant. En outre, la pente mesurée correspond à la conductance γ du canal et est
un indicateur du nombre de canaux présents par unité de surface membranaire.
0.2.3 Répartition ionique de part et d’autre de la membrane
Dans les cellules eucaryotes, la répartition des ions de part et d’autre de la mem-
brane est asymétrique. Ainsi, les ions K+ sont plus concentrés à l’intérieur de la
cellule alors que les ions Na+, Cl− et Ca2+ sont plus représentés à l’extérieur (tab.
1). Ces gradients de concentration sont à l’origine des transferts ioniques par diffu-
sion passive. Le transit de charges du côté intracellulaire vers le côté extracellulaire,
et inversement, provoque un déséquilibre engendrant la formation d’une différence
de potentiel électrique connue sous le nom de potentiel de membrane (Em).
0.2.4 Fonctions cellulaires des canaux ioniques
Un changement d’activité des canaux ioniques engendre donc une variation du
potentiel de membrane, une modulation des concentrations ioniques intra– et ex-
tracellulaires qui induisent ou influencent certaines fonctions cellulaires. Ainsi, les
canaux ioniques sont impliqués dans de nombreux phénomènes tels que l’excitation
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Figure 5 – Courbes courant–potentiel. Ce type de courbe s’obtient en appliquant
des potentiels croissants (rampe de voltage) à un morceau de membrane ou à une
cellule entière. On mesure ensuite le courant correspondant. Dans ces illustrations, les
concentrations en K+ sont d’une part, symétriques (1) et d’autre part, asymétriques
(2). (1) Le potentiel d’inversion de K+ (EinvK+) est égal à la valeur de l’abscisse à
l’origine, donc EK+=0 mV. (2) La valeur pour laquelle le potentiel s’inverse est -60
mV et peut également être calculée de manière théorique par le biais de la loi de
Nernst. La conductance γ reste la même dans les deux cas de figure.
Espèce ionique Concentration intracellulaire Concentration extracellulaire
Na+ 5–15 mM 135–145 mM
K+ 140 mM 3,5–5 mM
Cl− 5–15 mM 110 mM
Ca2+ 0,1 µM 1–2 mM
Table 1 – Concentrations extra– et intracellulaires des espèces ioniques libres chez
une cellule de mammifère.
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(des cellules nerveuses, musculaires), la transmission synaptique (signalisation chi-
mique entre deux neurones ou un neurone et une cellule musculaire), la division
cellulaire, la réponse immunitaire (sécrétion de cytokines), la régulation du volume
cellulaire. . . Cette importance physiologique explique l’intérêt qui s’est porté à l’étude
de leur fonctionnement et de leurs propriétés biophysiques. Pour ce faire, les phéno-
mènes électriques produits par les canaux ioniques sont mesurés à l’aide de techniques
dont deux d’entre elles sont décrites en chapitre 6.
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Chapitre 1
Les Canaux Potassiques Sensibles
à l’ATP
1.1 Bref historique
Les canaux KATP furent découverts en 1983, par Noma, lorsque celui–ci se rendit
compte que les myocytes cardiaques présentaient des courants potassiques inhibés
par l’application d’ATP du côté intracellulaire. Par la suite, l’existence de canaux au
comportement semblable fut démontrée dans les cellules β du pancréas [54] ainsi que
dans les muscles squelettiques [287]. De ce fait, l’effet de l’ATP alors observé est à
l’origine du nom "canal KATP ". La pharmacologie de ces canaux fut ensuite étudiée
et ne tarda pas à aboutir à la conclusion qu’ils étaient la cible de substances anti-
diabétiques [289] ou encore anti-hypertensives [310]. Dès 1985, Sturgess suggéra que
le récepteur des sulfonylurées entrait dans la composition du canal KATP [289]. Des
études pharmacologiques permirent d’identifier deux types de molécules agissant sur
les canaux KATP : les inhibiteurs (sulfonylurées, ex : glibenclamide) et les activateurs
(ex : diazoxide) [347, 68, 265, 264].
Les composants du canal KATP furent clonés au milieu des années 90. Le premier
à ouvrir la voie fut le récepteur des sulfonylurées 1 (SUR1) qui fut cloné à partir de
cellules pancréatiques de hamster [4]. La même année, les séquences nucléotidiques
de Kir6.1 [132] et Kir6.2 [129] furent élucidées. Un an plus tard, ce fut le tour de
SUR2 [130] et SUR2B [134].
Les nouvelles informations apportées par le clonage des isoformes de SUR et de
Kir6.x ont marqué le début des études génétiques et l’identification des pathologies
associées au dysfonctionnement de ce canal. En outre, la connaissance des séquences
de ces protéines a rendu possible l’expression des canaux KATP dans des systèmes
hétérologues facilitant ainsi leur étude.
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Localisation tissulaire Kir6.x SUR Références
Cellules β du pancréas Kir6.2 SUR1 [7, 129, 257]
Muscle squelettique et cardiaque Kir6.2 SUR2A [130, 225]
Muscle lisse Kir6.2 SUR2B [134]
Muscle lisse vasculaire Kir6.1 SUR2B [277]
Cerveau Kir6.2 SUR1 [150]
Table 1.1 – Localisation tissulaire des isoformes de SUR et Kir6.x, d’après Seino et
al. [273]).
1.2 Propriétés des canaux KATP
1.2.1 Composition et stœchiométrie des canaux KATP
L’association de deux sous–unités est à l’origine de la formation du canal KATP
(fig. 1.1) : le récepteur des sulfonylurées (SUR, ∼ 140-170 kDa) et le canal potassique
rectifiant entrant (Kir6.x, ∼ 40 kDa). Il existe deux gènes codant pour SUR chez
les mammifères, abcc8 (SUR1) et abcc9 (SUR2), localisés sur deux chromosomes
différents (11 et 12 respectivement). Les deux isoformes de SUR2, SUR2A et SUR2B
sont obtenues par épissage alternatif au niveau des deux derniers exons du gène. On
dénombre deux isoformes de Kir6.x : Kir6.1 et Kir6.2, codés pas les gènes kcnj8 et
kcnj11, respectivement. Chez l’Homme, leurs gènes sont situés sur les chromosomes
12 et 11, respectivement. De ce fait, Kir6.1 et SUR2 sont localisés sur le même
chromosome, sous l’influence de promoteurs différents, tout comme Kir6.2 et SUR1.
La topologie du canal KATP a été mise en évidence grâce à l’utilisation de pro-
téines de fusion SUR1–Kir6.2 et SUR1–Kir6.2–Kir6.2 [53]. Des expériences de co-
purification de SUR1 et Kir6.2 ont de plus montré que les deux sous–unités étaient
associées. La protéine de fusion SUR1–Kir6.2 est capable de former un canal KATP
fonctionnel ayant des propriétés semblables au canal natif. Elle constitue un com-
plexe de 950 kDa, ce qui correspond à la somme des masses moléculaires de quatre
Kir6.2 et quatre SUR1. Des expériences complémentaires ont permis de confirmer
que le canal KATP présente une stœchiométrie 1 :1 [53]. Cet ensemble présente l’ar-
chitecture suivante : les quatre Kir6.2 se situent au centre constituant ainsi le pore
du canal, lequel est entouré par les quatre sous–unités SUR [53, 131, 281] (fig. 1.1).
Cette hypothèse est également appuyée par la structure tridimensionnelle à basse
résolution (18 Å) du canal obtenue par microscopie électronique qui met en évidence
un pore central (Kir6.2) englobé par quatre SUR [193].
Au sein de ce complexe, SUR est capable de réguler l’activité du canal. La pré-
sence à la membrane du canal KATP fonctionnel repose sur cette association octa-
mérique [129]. De plus, suivant les tissus dans lesquels le canal KATP est exprimé,
différentes isoformes de Kir6.x et SUR sont impliquées (cf. tableau 1.1).
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1.2.2 Assemblage et adressage membranaire
La formation de ce complexe octamérique requiert un contrôle très strict qui est
jalonné par différentes étapes. Tout d’abord, il a été démontré, sur la base du calcul
du temps de demi–vie de chaque sous–unité, que celles–ci s’assemblent probablement
suivant la séquence ci–après : un Kir6.2 et un SUR1 s’associent pour former un hété-
rodimère et ces derniers se rencontrent pour constituer un tétramère de SUR1/Kir6.2
[59]. Plusieurs zones d’interaction entre les deux composants du canal KATP ont été
identifiées et certaines d’entre elles sont suspectées comme ayant un rôle dans sa bio-
genèse. Ainsi, Rainbow et al. ont constaté qu’un fragment de SUR2A, situé entre les
domaines TMD2 et NBD2 et plus exactement entre les acides aminés 1294 et 1358,
coprécipitait avec Kir6.2. En outre, la coexpression de ce fragment avec SUR2A et
Kir6.2 altère l’adressage du canal natif [244, 245]. Le domaine TMD0 a également
la capacité de s’associer avec Kir6.2 et modifie son activité [46, 81, 20]. La partie
C–ter de Kir6.2 a aussi été reconnue comme étant impliquée dans l’interaction entre
les deux sous–unités du canal KATP [90, 270].
Le réticulum endoplasmique (RE) possède un système de contrôle qualité très
drastique, et le canal KATP se doit de montrer patte blanche pour pouvoir accéder
à la membrane plasmique par la suite. Sur chacune des sous–unités se trouve un
signal de rétention au RE (RXR) qui, lorsqu’il est accessible à la protéine COPI
(Coat Protein Complex 1), l’empêche de sortir du RE (fig. 1.1). L’observation selon
laquelle une forme tronquée de Kir6.2 (∆C36) est capable d’atteindre la membrane
en absence de SUR s’est justifiée par le fait que ce fragment contient le signal de
rétention RKR [314]. De plus, la présence d’un signal semblable, entre les domaines
TMD1 et NBD1 de SUR1, fut établie [341]. Ainsi, il semblerait que SUR1 masque,
par encombrement stérique, le signal RKR présent sur Kir6.2 [116]. Reste alors le
signal de rétention porté par SUR1 qui serait pris en charge par un dimère de la
protéine 14–3–3 [340]. En effet, 14–3–3 reconnaîtrait le signal de rétention de SUR1,
le masquant ainsi. Ceci réduit alors l’accès de ces sites à COPI qui laisse s’échapper
le complexe octamérique du RE [116].
1.3 Les canaux potassiques rectifiants entrants : Kir
1.3.1 Caractéristiques principales des canaux Kir
1.3.1.1 Les différents membres de la famille Kir
La famille des canaux Kir est composée de quinze membres. Elle est divisée en
sept sous–familles (Kir1.x à Kir7.1) suivant leur homologie de séquence (fig. 1.2). Ils
ont comme rôle commun de maintenir le potentiel membranaire proche du potentiel
de repos et de transporter les ions K+ au travers des membranes [218, 74]. Kir1.1
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Figure 1.1 – Topologie du canal KATP . SUR est composé de trois domaines trans-
membranaires (TMD0, TMD1, TMD2) et de deux domaines de liaison des nucléotides
(NBD1 et NBD2) présentant les séquences consensus A et B de Walker et le lien L
(signature de la famille ABC). Kir6.2 possède deux hélices transmembranaires (M1
et M2) ainsi qu’un site de liaison des nucléotides. Le signal de rétention RXR (rond
jaune) empêche les deux sous–unités d’atteindre la membrane plasmique lorsqu’elles
ne sont pas associées.
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est chargé du transport de K+ au niveau du rein, les Kir2.x contrôlent le potentiel
de repos des cellules cardiaques et cérébrales. La sous–famille Kir3.x possède la par-
ticularité d’être activée par les sous–unités βγ des protéines G hétérotrimériques.
Ces canaux peuvent ainsi transposer l’activation de certains GPCR en activité élec-
trique, et ce, dans les cellules cardiaques, neuronales ou encore les cellules sécretrices
neuronales [336]. Kir6.1 et Kir6.2 constituent, associés à SUR, le canal KATP qui
est régulé par les nucléotides cytosoliques. Ils permettent de coupler le métabolisme
cellulaire à l’activité électrique et au flux de K+ [14]. Ils assurent ainsi la régulation
de la libération d’insuline, agissent en réponse à l’ischémie cardiaque ou neuronale
ou régulent le tonus vasculaire des muscles lisses (cf. section 1.5.2). Les sous–familles
Kir4.x, Kir5.1 et Kir7.1 auraient un rôle de transport d’ions K+ et plus particulière-
ment de recyclage de ces derniers. A titre d’exemple, le canal Kir4.1 est exprimé dans
le système nerveux central, la cochlée ou encore dans les reins. Leur activité dans
cet organe serait liée à celle de la pompe Na+/K+ ATPase. En effet, Kir4.1 est plus
précisément exprimé dans les cellules du néphron distal et assurerait la réabsorption
de sel (des urines vers le sang) en association avec la Na+/K+ ATPase [266]. Kir5.1,
quant à lui, s’associe avec Kir4.1 et est exprimé dans les cellules astrogliales et les
cellules rétiniennes de Müller. Ce canal aurait pour rôle la régulation de la concentra-
tion extracellulaire de K+ afin d’assurer la bonne fonction des neurones environnants
[117]. Enfin, Kir7.1 est exprimé dans les cellules épithéliales et possèderait un rôle
de recyclage des ions potassium [212]. Le lien qui unit ces canaux potassiques est le
fait qu’ils présentent une propriété commune : la rectification entrante des courants.
1.3.1.2 La rectification
La rectification entrante est l’une des caractéristiques des canaux Kir. Cela signifie
qu’ils conduisent mieux les ions potassium dans le sens entrant que sortant (fig. 1.3).
En conditions physiologiques, lorsque la membrane est dépolarisée, la conductance
des canaux Kir est faible alors qu’en cas d’hyperpolarisation, l’entrée des ions K+
est favorisée. L’explication de ce mécanisme réside dans la liaison de cations (Mg2+
et polyamines) au niveau des domaines transmembranaires et cytoplasmiques de
Kir. Ils bloquent le passage des K+ de façon voltage dépendante [176]. Ces cations
interagiraient avec des résidus situés au niveau du segment M2 et de la partie C-
terminale du canal.
Tous les Kir ne possèdent pas les mêmes propriétés de rectification. En effet, au
moins un résidu, qui se trouve au niveau de la partie transmembranaire M2 permet
de déterminer si la rectification est faible (Kir1.1 et Kir6.x), forte (Kir2.x et Kir3.x)
ou intermédiaire (Kir4.x). Ainsi, Kir2.1, qui possède un résidu chargé négativement
(Asp) en position 172, est rectifiant fort, alors que Kir1.1, qui a une Asn (neutre)
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Figure 1.2 – Arbre phylogénétique des 15 membres de la famille Kir, d’après Hibino
et al. [117].
en position 171, est faible. Néanmoins, la mutation de ce résidu en Asp permet de
transformer ce dernier en canal présentant une forte rectification [178, 288]. Cet acide
aminé (site D/N) est en fait un des sites d’interaction des cations avec le canal.
1.3.1.3 Caractéristiques structurales
Les canaux Kir possèdent deux hélices transmembranaires (M1 et M2), une région
formant le pore, H5 et des domaines C-terminal et N-terminal cytoplasmiques. H5
constitue le filtre de sélectivité et contient, tout comme les autres canaux potassiques,
la séquence TXGY(F)G [32]. Les Kir forment des homotétramères (4 sous–unités
identiques) ou des hétérotétramères (sous–unités distinctes) [243, 133]. En général,
le phénomène d’hétéromérisation a lieu entre deux membres de la même sous–famille
(e.g. Kir3.1 avec Kir3.4, Kir3.2 ou Kir3.3), à l’exception de Kir4.1 et Kir5.1 qui
s’associent dans les astrocytes. La possibilité de former ainsi des combinaisons aboutit
à des canaux Kir présentant des propriétés biophysiques différentes. Parmi la famille
des canaux Kir, Kir6.1 et Kir6.2 sont des membres à part puisqu’ils interagissent
avec la sous–unité régulatrice SUR pour former le canal KATP .
Structure générale des canaux potassiques Le fait que les canaux potassiques
présentent des traits communs, à l’origine de leur sélectivité, permet d’utiliser les
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Figure 1.3 – Courbe i-V d’un canal rectifiant entrant. Le courant entrant est plus
important que le courant sortant. A des potentiels positifs (dépolarisation membra-
naire), le courant est faible tandis que celui–ci augmente en conditions hyperpoli-
santes (potentiels négatifs).
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structures de divers canaux pour élucider leur fonctionnement général (conduction
des ions et mécanisme d’ouverture/fermeture). Tout d’abord, la résolution de la struc-
ture du canal pH/voltage–dépendant KcsA de Streptomyces lividans [75] a apporté de
nombreux éléments concernant l’architecture des canaux potassiques (partie trans-
membranaire), mais aussi concernant le mécanisme de conduction des ions. Ainsi, la
structure de KcsA a mis en évidence la présence de quatre sous–unités identiques,
constituées de deux hélices transmembranaires (TM1 et TM2), l’une externe (éloi-
gnée du pore) et l’autre orientée vers l’intérieur du pore. Elles sont reliées par une
hélice ("pore helix") qui présente une boucle de trente acides aminés en C–ter. Elle
se trouve sur le trajet des ions et contient la signature des canaux potassiques TV-
GYG. En outre, une cavité de 10 Å remplie de molécules d’eau se situe à mi-chemin
du parcours de l’ion au travers du pore (fig. 1.4) [345]. La présence de cette poche,
associée à celle des résidus chargés négativement, assure la stabilisation de l’ion au
cours de son cheminement au sein du canal.
En solution aqueuse, K+ est entouré par une couche de molécules d’eau permet-
tant ainsi de le stabiliser. Lorsque celui–ci se présente à l’entrée du canal, l’affinité
pour les molécules d’eau diminue tandis que celle pour le site de liaison le plus
proche au sein du pore augmente. L’ion potassium est alors déshydraté. C’est sous
cette forme qu’il transite à travers le canal. Les sites de liaisons sont constitués par
les oxygènes des groupes carboxyles et hydroxyle des résidus du filtre de sélectivité
et sont au nombre de huit. Ces oxygènes sont arrangés de manière à mimer la dis-
position de ceux de l’eau autour de K+ au niveau de la cavité centrale. De cette
manière, l’énergie nécessaire à la déshydratation est totalement compensée.
Deux stratégies sont à l’origine de la diffusion rapide des ions au niveau du canal :
– Force de répulsion qui existe entre deux ions K+. En moyenne, deux
ions potassium cohabitent dans le filtre de sélectivité (en positions 1,3 ou 2,4,
cf. fig. 1.5) et sont séparés par une molécule d’eau. La force de répulsion étant
plus importante que l’affinité pour le site, l’ion voisin est capable de chasser
celui qui est localisé au niveau du site n+1 [202, 344]. Ainsi, l’entrée d’un ion
dans le filtre provoque la sortie d’un autre qui est alors à nouveau solvaté (fig.
1.4).
– Conformation du filtre de sélectivité. Lorsque la concentration en potas-
sium est faible, le filtre de sélectivité possède une conformation distincte de
celle observée en cas de concentration élevée. Un seul ion K+ se lie de manière
forte diminuant ainsi la vitesse de conduction [345, 182]. Lorsqu’un deuxième
ion K+ se positionne dans le filtre de sélectivité, une partie de l’énergie de liai-
son est utilisée pour modifier la structure du filtre de sélectivité. Ainsi, l’énergie
de liaison de l’ion à son site est moins forte assurant une diffusion rapide.
La comparaison de deux structures de canaux potassiques dans deux configu-
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Figure 1.4 – Circulation des ions au niveau du filtre de sélectivité de KcsA. (1) Le
pore possèderait sept sites d’interaction pour les ions potassium (représentés par un
cercle noir). (2) Deux configurations possibles (interne et externe) sont envisagées.
Figure 1.5 – Filtre de sélectivité du canal KcsA. Deux dispositions possibles sont
supposées pour les ions K+ : 1,3 et 2,4.
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Figure 1.6 – Structures de KcsA et MthK, KcsA présente un rétrécissement côté
cytoplasmique tandis que les hélices TM2 de MthK sont éloignées suite à un change-
ment de conformation d’une glycine conservée (en rouge), d’après MacKinnon [182].
rations distinctes (ouvert : MthK [140], fermé : KcsA) a permis d’avancer dans la
compréhension du mécanisme d’ouverture et de fermeture des canaux potassiques.
Tout d’abord, MthK est un canal régulé par le calcium tandis que KcsA est régulé
par le voltage ou encore le pH. Par conséquent, ils possèdent des propriétés struc-
turales en relation avec leur mode de régulation qui ne sont pas prises en compte
lors de la comparaison [141]. Ainsi, les différences observées au niveau de pore de
ces deux canaux soulignent un rétrécissement côté intracellulaire pour KcsA et une
ouverture pour MthK (fig. 1.6). Dans le premier cas, la diminution du diamètre du
pore et la présence d’acides aminés hydrophobes dans cette région jouent un rôle de
barrière, empêchant le passage des ions K+. Concernant MthK, les hélices internes
sont courbées au niveau d’une Gly (conservée au sein des canaux potassiques) ce qui
assure une ouverture du côté cytoplasmique. Cette glycine correspond à une sorte de
charnière permettant la transition entre l’état ouvert et fermé.
D’autres structures ont été résolues depuis celles de KcsA [75] et MthK [140]
ajoutant ainsi de nouvelles pièces au puzzle de la grande famille des canaux po-
tassiques : KvAP et Kv1.2, représentant les canaux voltage-dépendant [142, 175],
Kirbac1.1, Kirbac3.1 et Kir2.2 , appartenant à la famille des canaux rectifiant en-
trants [161, 221, 304]. Tous ces canaux partagent une structure de pore commune
contrairement aux autres régions qui présentent une variabilité structurale impor-
tante.
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Structures de la famille Kir Comme abordé précédemment, la région transmem-
branaire des canaux Kir possède les mêmes caractéristiques que celles des canaux
potassiques appartenant aux autres familles.
Dans la structure de Kirbac1.1 en conformation fermée [161], obtenue à une ré-
solution de 3,65 Å, on distingue : deux hélices α (TM1, externe et TM2, interne)
qui constituent la région transmembranaire du canal et un domaine intracellulaire
principalement formé par des feuillets β. Cette structure met également en évidence
l’hélice du pore ("pore helix") que l’on retrouve chez KcsA et une hélice membra-
naire supplémentaire, la "slide helix" (fig. 1.7). L’architecture de Kirbac1.1 peut être
divisée en cinq régions : le filtre de sélectivité, la cavité, la porte, les liens flexibles
et le vestibule cytoplasmique. Les chaînes latérales de la Phe148, située au niveau
de la face intracellulaire, semblent être responsables du blocage du flux d’ion et for-
meraient la "porte d’activation". En outre, on dénombre seulement trois ions K+
dans le filtre de sélectivité. Ceci correspond à la moyenne de deux configurations :
l’une comprenant un ion (position 2) et l’autre deux (positions 1,3). Kuo et al. ont
proposé une hypothèse afin d’expliquer le mécanisme de fermeture et d’ouverture de
Kirbac1.1 impliquant le mouvement relatif de tous les composants du canal. Le mou-
vement vers l’extérieur des domaines intracellulaires permettrait d’ouvrir le vestibule
cytoplasmique en déplaçant l’extrémité des hélices TM2 tandis qu’une translation de
la "slide helix" assurerait le déplacement des hélices TM1. De cette manière, l’hélice
TM2 peut se courber (au niveau d’une Gly conservée) sans contrainte.
La structure du canal Kir3.1 chimérique a été déterminée en remplaçant les trois
quarts du pore de Kir3.1 de souris par la zone correspondante du canal bactérien
Kirbac3.1 [221]. La comparaison de la structure du filtre de sélectivité de Kir3.1 avec
celui de KcsA témoigne de la conservation de l’architecture de cette région. Ce point
montre l’importance de la structure de ce filtre dans la sélectivité aux ions potassium.
De surcroît, deux conformations du pore cytoplasmique sont disponibles, l’une où le
pore est fermé, ne pouvant pas laisser passer les ions K+ et l’autre suffisamment
ouverte pour permettre le passage de ces derniers. Ces deux conformations sont
étroitement liées au mouvement de la "G–loop" (boucle située en haut du vestibule
cytoplasmique se trouvant sur le passage de l’ion) qui pourrait jouer un rôle de porte
supplémentaire du canal.
Enfin, la structure récemment résolue de Kir2.2 de poulet [304] confirme la conser-
vation de la structure du filtre de sélectivité. Cependant, à la différence des deux
premières structures de Kir, l’existence de ponts disulfure assurerait la stabilisa-
tion du filtre. En outre, contrairement à ce qui a été observé avec la chimère de
Kir3.1/Kirbac3.1, le mouvement de la boucle G ne serait pas associé à celui des do-
maines cytoplasmiques. La structure fournit aussi des bases structurales expliquant
la propriété de rectification des canaux Kir et des informations sur la faible sensibilité
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de ces canaux aux toxines (fig. 1.7) [304].
1.3.1.4 Régulation des canaux Kir
Les canaux Kir sont régulés par différents facteurs tels que le phosphatidylinosi-
tol 4,5–bisphosphate (PIP2), l’ATP, le pH ou encore par l’intervention de protéines
partenaires (sous–unités βγ des protéines G hétérotrimériques, récepteur des sulfo-
nylurées).
PIP2 Le PIP2 est un phospholipide ancré à la membrane qui est impliqué de ma-
nière universelle dans la régulation des canaux Kir. Il est à l’origine de la perte d’acti-
vité ("run–down") observée lors de mesures de courant sur un "patch" de membrane
excisé. En effet, la diminution progressive du stock de PIP2 a pour conséquence une
baisse de l’activité du canal. Ainsi, l’ajout de MgATP intracellulaire permet de res-
taurer la quantité de PIP2 à la membrane grâce à des lipides kinases [119] et rétablit
ainsi l’activité du canal. Le PIP2 interagit avec des résidus chargés positivement si-
tués en C–ter et N–ter (fig. 1.8) [127, 177]. Le PIP2 intervient également dans la
régulation des canaux Kir de manière indirecte. En effet, il est nécessaire à l’activa-
tion des Kir3.x par les sous–unités βγ des protéines G hétérotrimériques [290]. Ce
phospholipide modifie à la baisse la sensibilité du canal KATP à l’ATP (cf. section
1.3.2.3).
Phosphorylation La phosphorylation de certains Kir par des protéines kinases
(PKC, PKA) a différents effets sur leurs propriétés d’ouverture. A titre d’exemple,
l’ajout de groupements phosphate par la PKC au niveau de Ser de Kir1.1 a pour
conséquence l’inhibition du canal [172]. Un autre exemple est celui de Kir6.1 (muscle
lisse), qui, lorsqu’il est phosphorylé par la PKA voit son activité augmenter (fig. 1.9)
[242, 275].
Interactions protéines–protéines Certaines protéines peuvent interagir avec des
canaux Kir modulant leur activité ou déterminant leur localisation membranaire.
Ainsi, les canaux Kir3.x sont régulés positivement par les sous–unités βγ des pro-
téines G hétérotrimériques, le récepteur des sulfonylurées peut modifier le "gating"
de Kir6.x via ses régions cytoplasmiques (fig. 1.9). En outre, certaines protéines
d’ancrage telles que PSD95 ou SAP97 régulent la localisation de Kir à la membrane
[124, 226, 180].
Autres D’autres facteurs peuvent influencer l’activité : le pH intracellulaire et
extracellulaire pour les canaux Kir1.1, Kir2.3 et ceux contenant la sous–unité Kir4.1,
une acidification du pH ayant en général pour conséquence la fermeture du canal.
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Figure 1.7 – Structures des canaux Kirbac1.1 [161], Kir3.1 chimérique [221] et
Kir2.2[304]. Le filtre de sélectivité est entouré en pointillés. On distingue cinq régions :
le filtre de sélectivité, la cavité, la "slide helix", les liens flexibles et le vestibule
cytoplasmique.
Figure 1.8 – Régulation du "gating" des canaux Kir par PIP2. Transition entre un
canal subissant du "run–down", l’état fermé et ouvert.
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Figure 1.9 – Récapitulatif des différents acteurs de la régulation des canaux Kir.
(1) Régulation des canaux Kir par des petites molécules (ions, polyamines, PIP2,
phosphate). Les signes (+) et (-) symbolisent une activation et une inhibition res-
pectivement. (2) Interactions protéine–protéine impliquées dans la régulation des
canaux Kir. Les protéines concernées sont le récepteur des sulfonylurées (SUR) ou
encore les sous–unités βγ des protéines G hétérotrimériques.
Les ions Na+ ont un effet positif sur les canaux Kir3.2 et Kir3.4 [120, 233]. Un autre
exemple est celui de l’ATP qui inhibe Kir6.x (cf. section 1.3.2.3).
1.3.2 Lumière sur les canaux Kir6.1 et Kir6.2
1.3.2.1 Caractéristiques Structurales
Les canaux Kir6.x possèdent une particularité de séquence au niveau du filtre
de sélectivité. En effet, la séquence TXGYG est remplacée par TXGFG. De plus,
Kir6.2 et Kir6.1 sont des canaux potassiques rectifiant faibles, ce qui s’explique par
la présence d’une asparagine (en position 160 pour Kir6.2) au niveau du site D/N
(cf. section 1.3.1.2). La mutation de ce résidu en aspartate dans Kir6.2 donne lieu à
une rectification forte [281].
1.3.2.2 Localisation tissulaire
Kir6.1 Kir6.1 est exprimé de façon ubiquitaire et de manière plus soutenue au
niveau des cellules musculaires lisses dans lesquelles il ne côtoie pas l’autre isoforme,
Kir6.2 [297]. En outre, des expériences d’immunomarquage et de microscopie électro-
nique ont montré la présence de Kir6.1 dans les membranes internes des mitochon-
dries [296]. Toutefois, cette observation est actuellement remise en question à cause
de résultats contradictoires obtenus par différentes équipes [216, 51, 84]. L’expression
de Kir6.1 serait de plus induite suite à une ischémie cardiaque [5].
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Kir6.2 Kir6.2 est fortement représenté dans les cellules α, β, γ des îlots pancréa-
tiques [295] et, dans une moindre mesure, dans le cœur, les muscles squelettiques ou
encore dans le cerveau [150].
1.3.2.3 Régulation physiologique
Les nucléotides L’observation selon laquelle le canal Kir6.2 tronqué de 26 rési-
dus en C–ter (i.e. sans signal de rétention) pouvait accéder seul à la membrane, a
mené à la conclusion qu’il pouvait être inhibé de manière directe par l’ATP [314].
L’identification du site de fixation de l’ATP fut laborieuse étant donné l’absence de
séquence signature des sites de liaison des nucléotides. En effet, il a fallu combiner
des études impliquant la mutagénèse des régions N–ter et C–ter cytoplasmiques aux
informations apportées par les structures de canaux Kir alors disponibles [161, 222].
Ainsi, un site de liaison de l’ATP a été identifié à l’interface entre deux sous–unités
Kir6.2 adjacentes, mettant en jeu le domaine C–ter de l’une et le N–ter de l’autre
[73, 11]. Par la suite, il a été montré que la liaison d’une seule molécule d’ATP sur
une sous–unité Kir6.2 était suffisante à la fermeture du canal [185]. De plus, Il s’agit
d’un site très sélectif puisqu’il ne tolère pas de modification, même minime, du noyau
adénine [63] et que l’affinité de liaison décroît avec la diminution du nombre de phos-
phates [313, 251]. SUR modifie la sensibilité à l’ATP de Kir6.2. En effet, l’IC50 de
l’ATP pour Kir6.2 se situe aux environs de 200 µM alors que, en présence de SUR,
celle–ci est déplacée vers 10 µM.
Les lipides Tout comme pour l’ensemble des canaux Kir, le PIP2 joue un rôle
central dans la régulation du "gating" de Kir6.2 et Kir6.1. Il permet non seulement
d’atténuer le phénomène de "run–down" [119, 79] mais diminue aussi l’affinité appa-
rente de l’ATP pour Kir6.2 modifiant ainsi son pouvoir inhibiteur [282, 28, 80]. Le
PIP2 interagit de manière électrostatique avec Kir6.2 au niveau de résidus chargés
positivement et localisés en C–ter, à proximité du site de fixation de l’ATP [78, 279].
Une autre famille de lipides anioniques est impliquée dans la régulation de Kir6.x.
Il s’agit des esters d’acides gras à longue chaîne associés au Co-enzyme A (LC–CoA).
S’appuyant sur un mécanisme semblable à celui du PIP2, ils diminuent le "run–down"
et la sensibilité à l’ATP [96, 41, 278].
Phosphorylation La PKA et la PKC modulent l’activité de Kir6.x en phospho-
rylant certains résidus Ser/Thr. Ainsi la phosphorylation par la PKA du canal KATP
contenant Kir6.2 et SUR1 a un effet positif [30]. Il en est de même pour Kir6.1 +
SUR2B [242]. Les résidus S372 et T224 de Kir6.2 et S385 de Kir6.1 ont été identifiés
comme étant des sites de phosphorylation de la PKA [30, 242, 173] tandis que seul
le résidu T180 de Kir6.2 a été montré comme étant la cible de la PKC [170].
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Influence du pH L’effet du pH sur l’activité des canaux Kir6.x revêt trois aspects :
– Lors d’une acidification modérée, on observe une activation.
– Une acidification importante provoque l’inactivation du canal.
– La basification du milieu a pour conséquence une augmentation de la rectifi-
cation.
Quand le pH diminue, il est possible d’observer, dans un premier temps, une acti-
vation réversible (pKa ∼ 7.2) qui est suivie par une inactivation irréversible (pKi ∼
6.8) [333]. La phase d’activation est le résultat de la réduction du temps de fermeture
des canaux [330]. L’activation fait intervenir le résidu His175 qui se situe au niveau
de l’hélice M2 et l’inactivation implique les His186, 193, 216 qui sont localisées dans
la partie C–ter cytoplasmique [334]. L’augmentation de la rectification constatée en
cas de basification est supportée par la déprotonation de H216 [29].
1.4 SUR, un transporteur ABC à part
1.4.1 La grande famille des transporteurs ABC
Le récepteur des sulfonylurées (SUR) appartient à la famille des transporteurs
ABC (ATP Binding Cassette). Ces protéines membranaires ont pour mission de
transporter des substrats de part et d’autre d’une bicouche lipidique. Chez les pro-
caryotes, elles assurent l’incorporation de nutriments essentiels ainsi que l’expulsion
de certaines substances toxiques. De cette manière, ces protéines sont, par exemple,
impliquées dans des phénomènes de résistance aux antibiotiques. Chez l’Homme, de
nombreux mutants sont responsables de certaines maladies héréditaires telles que la
mucoviscidose ou encore la maladie de Tangier. De surcroît, leur rôle dans la résis-
tance des cellules cancéreuses à la chimiothérapie a été démontré maintes fois. Plus
de 1000 transporteurs ABC ont été répertoriés jusqu’à présent, ce qui en fait l’une
des plus grandes familles de protéines membranaires.
1.4.1.1 Membres
Il existe sept sous–familles de transporteurs ABC eucaryotes (de A à G), cette
classification étant basée sur l’homologie présentée par les différentes régions ABC.
ABCA La sous–famille ABCA possède douze membres, classés en deux sous–
groupes. Le premier contient ABCA1, 2, 3, 4, 7, 12 et le second ABCA5, 6, 8, 9,
10, 11. Les gènes codants pour ces derniers sont rassemblés au niveau du chromo-
some 17 humain. Il s’agit des plus grands transporteurs ABC connus puisque certains
comptent plus de 2000 acides aminés. Leur arrangement correspond à celui de trans-
porteurs "complets" (i.e. TMD1–NBD1–TMD2–NBD2, fig.1.10). La majeure partie
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de ces protéines est impliquée dans le transport des lipides et est exprimée dans dif-
férents organes (e.g. rétine, ABCA4 ; intestin, ABCA1). En outre, certains membres
comme ABCA2 confèrent, aux lignées cellulaires les exprimant, une résistance aux
médicaments.
ABCB Cette sous–famille est composée de douze membres, quatre sont des trans-
porteurs complets (dont ABCB1 aussi appelé MDR1 pour "MultiDrug Resistance"
1), possédant donc un arrangement TMD1–NBD1–TMD2–NBD2 et sept sont des
"demi–transporteurs", TMD–NBD (fig. 1.10). ABCB1 est exprimé au niveau de la
barrière hémato–encéphalique ou encore dans le foie. Il permet à certaines lignées
cellulaires cancéreuses de résister à la chimiothérapie. ABCB2 et ABCB3 forment
des hétérodimères impliqués dans le transport des antigènes avant leur présentation
par les molécules CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de classe I.
ABCC La sous–famille ABCC présente treize membres, certains possédant un do-
maine transmembranaire N–terminal supplémentaire, TMD0. CFTR ("Cystic Fibro-
sis Transmembrane conductance Regulator" ou ABCC7) est un canal chlore régulé
par la liaison et l’hydrolyse de l’ATP, SUR1 et SUR2 (ou ABCC8, ABCC9) sont
les sous–unités régulatrices du canal KATP . Des mutations de CFTR sont respon-
sables de la mucoviscidose. Les autres membres sont des transporteurs similaires à
MRP1, qui sont répartis dans deux sous–groupes : MRP1, 2, 3, 6, 7, qui possèdent
un domaine TMD0 et MRP4, 5, 8, 9, 10 qui n’en possèdent pas. Ils sont capables de
transporter des métaux lourds, des médicaments, des nucléosides. . .
ABCD Les demi–transporteurs ABCD sont au nombre de quatre. Ils sont essen-
tiellement exprimés dans le peroxisome dans lequel ils forment des homo ou hétéro-
dimères. ALDP (ABCD1) a été identifié comme transporteur d’esters d’acides gras
à très longue chaîne associés au coenzyme A. Des mutants causeraient une maladie
héréditaire liée au chromosome X : l’adrenoleucodystrophie.
ABCE/F Les membres de ces deux familles ne présentent pas de domaine trans-
membranaire mais possèdent un ou deux NBD. On ne leur connait aucune fonction de
transport. La famille ABCE ne comprend qu’un seul membre avec un NBD : OABP
("oligo–adenylate binding protein"). Cette protéine est synthétisée en réponse à une
infection virale. Les protéines appartenant à la famille ABCF sont composées de
deux NBD (fig.1.10). Chez l’Homme, ABCF1 aurait pour rôle d’activer une kinase,
et ce, en association avec le ribosome [315].
ABCG Les demi–transporteurs qui constituent cette famille ont une topologie in-
versée : NBD–TMD. Chez les mammifères, ABCG1 est responsable du transport de
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cholestérol [155], ABCG5 et 8 transportent des stérols dans le foie et l’intestin.
1.4.1.2 Caractéristiques structurales des transporteurs ABC
Les domaines transmembranaires : TMD Les différentes structures de trans-
porteurs ABC disponibles témoignent d’une grande variabilité au niveau des do-
maines transmembranaires (fig.1.11). En effet, d’un ABC à l’autre, la séquence, la
taille, l’architecture et le nombre de TMD varient. De manière générale, les expor-
teurs ABC comptent douze hélices α transmembranaires tandis que les importeurs
ABC possèdent entre dix et vingt hélices transmembranaires.
Les domaines de liaison de nucléotides : NBD Les NBD correspondent à la
partie la plus conservée au sein des transporteurs ABC. C’est d’ailleurs eux qui per-
mettent de déterminer l’appartenance d’une protéine candidate à cette famille. Ils
contiennent plusieurs séquences consensus, chacune ayant des fonctions spécifiques
[143]. Le motif A de Walker est situé au niveau du sous–domaine "RecA–like" (une
enzyme de réparation de l’ADN chez E. coli) et LSGGQ (signature ABC) se trouve
dans le sous–domaine hélicoïdal. Dans le cas des transporteurs dits "complets", les
deux NBD s’assemblent de manière à disposer ces motifs tête–bêche. Ainsi, cet arran-
gement engendre la formation de deux domaines de liaison et d’hydrolyse de l’ATP,
associant le motif A de Walker d’un NBD avec le LSGGQ de l’autre. La liaison de
l’ATP provoque le rapprochement des deux NBD [48].
Hélices de couplage La transmission des changements conformationnels au ni-
veau des NBD, induits par la liaison d’ATP, vers les TMD serait possible grâce à la
présence d’une hélice α entre ces deux domaines. En effet, l’observation des structures
des exporteurs Sav1866, MsbA et P–gp [66, 324, 9] montre la présence d’une hélice à
ce niveau, interagissant avec le NBD opposé (i.e. l’hélice présente dans TMD1–NBD1
est en contact avec NBD2). Il a été montré que des mutations dans cette région pro-
voquent un découplage ou un mauvais assemblage du transporteur. C’est le cas de la
mutation R659N dans TAP1/2(ABCB2/ABCB3) qui donne lieu à un transporteur
incapable de véhiculer des substrats même si celui–ci peut lier l’ATP et les peptides
antigèniques [47, 261].
Autres Quelques transporteurs ABC présentent des domaines supplémentaires qui
sont à l’origine de certaines particularités. Ainsi, les systèmes d’import bactériens né-
cessitent la présence de protéines accessoires, qui lient le substrat ("Substrat Binding
Protein") assurant la spécificité et l’unidirectionnalité du transport.
Certains transporteurs appartenant à la sous–famille ABCC possèdent des do-
maines additionnels. C’est le cas de CFTR qui présente un domaine de régulation R
28
CHAPITRE 1. LES CANAUX POTASSIQUES SENSIBLES À L’ATP
Figure 1.10 – Classification et topologie des transporteurs ABC.
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Figure 1.11 – Représentation en ruban de cinq structures de transporteurs
ABC. Code PDB : Sav1866, 2HYD et 2ONJ ; ModBC–A, 2ONK ; BtuCD, 1L7V ;
HI1470/71, 2NQ2 ; MDR1, 3G60, 3G61, 3G5U [123, 9].
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Figure 1.12 – Séquences consensus contenues dans les NBD. Les motifs A et B
de Walker sont séparés par 90 à 110 résidus. La signature des transporteurs ABC,
LSGGQ, précède le motif B de Walker. Les résidus soulignés par un astérisque sont
ceux conservés dans la famille ABCB. D’après Gottesman et al., 2001 [95].
ou encore de SUR1 et SUR2 qui ont un TMD supplémentaire en N–ter (fig. 1.10).
1.4.1.3 La fonction de transport
Les transporteurs ABC sont capables de véhiculer différents types de substrats :
cholestérol, glycanes, protéines, peptides, sucres, toxines. . . Comme mentionné pré-
cédemment, la spécificité dépend de la composition de la partie transmembranaire.
Les différentes structures de transporteurs ABC, et plus particulièrement celles de
Sav1866 et ModBC-A ont permis d’établir un mécanisme de transport qui serait
commun à tous les transporteurs. Il est à noter qu’avant la résolution de ces struc-
tures, des mécanismes avaient déjà été proposés [65, 118]. La structure de Sav1866
[66] se trouve être dans une conformation liée à l’ATP et orientée vers le milieu ex-
tracellulaire tandis que celle de ModBC-A [123] fait face au milieu cytoplasmique et
ne présente aucune molécule d’ATP. En outre, ces deux protéines sont un exporteur
et un importeur, respectivement. Malgré cette différence de fonction, la conservation
de certains éléments (NBD, hélices de couplage) laisse à penser que ces deux trans-
porteurs partageraient un mécanisme de transport commun. Celui–ci se déroulerait
en quatre étapes (fig.1.13) :
– S’il s’agit d’un exporteur, le substrat se fixe.
– Dans les deux cas, la fixation d’ATP provoque le rapprochement des NBD et
des hélices de couplage.
– La fixation de l’ATP s’accompagne d’un changement de conformation au ni-
veau des TMD qui passent de la conformation ouverte vers le cytoplasme à
celle faisant face au milieu extracellulaire. Il a été observé que la liaison d’ATP
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Figure 1.13 – Mécanisme de transport des protéines ABC. (1) Fixation du substrat.
(2) Libération du substrat dans le milieu extracellulaire consécutive à un changement
de conformation suite à la fixation d’ATP au niveau des NBD. (3) Hydrolyse de
l’ATP. (4) Retour à la conformation initiale.
entraînait une modification de l’affinité du transporteur pour son substrat per-
mettant ainsi sa libération [187]. Les importeurs peuvent alors interagir avec
leurs protéines SBP pour lier le substrat et les exporteurs libèrent la molécule
dans le milieu environnant.
– L’hydrolyse de l’ATP et, par conséquent, le relargage de l’ADP et du phosphate
inorganique induisent un retour à la conformation de départ. Les importeurs
laissent s’échapper leurs substrats tandis que les exporteurs peuvent fixer une
nouvelle molécule à transporter [260].
1.4.2 Le récepteur des sulfonylurées
Le récepteur des sulfonylurées est un cas à part au sein de la famille des protéines
ABC puisqu’il ne présente aucune fonction de transport. Il est cependant capable de
réguler l’activité d’un canal ionique, Kir6.x.
1.4.2.1 Isoformes et localisation
SUR1 SUR1 comprend 1581 acides aminés et fut cloné à partir de cellules β pan-
créatiques de rat et de hamster [4]. On le trouve en majeure partie dans le pancréas,
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en association avec Kir6.2 et dans une moindre mesure au niveau du cerveau associé
aux deux isoformes de Kir6.x [132, 150, 174, 165].
SUR2 SUR2A et SUR2B comptent respectivement 1549 et 1591 résidus et sont
obtenus par épissage alternatif du gène abcc9. Ce gène fut cloné à partir de banques
génomiques de cœur et de cerveau de rat, en utilisant le gène de SUR1 de hamster
comme sonde [130]. SUR2A est principalement exprimé dans le cœur et les muscles
squelettiques [130, 134] et à plus faible échelle dans le cerveau et les îlots de Langhe-
rans. SUR2B, quant à lui, est exprimé de manière ubiquitaire [134].
Les topologies prédites de SUR1, SUR2A et SUR2B sont très proches. Ils pré-
sentent une partie N–ter exposée au milieu extracellulaire et une région C–ter au
niveau cytoplasmique. Ces récepteurs possèdent trois domaines transmembranaires :
TMD0, TMD1 et TMD2 dans lesquels on dénombre, respectivement, cinq, six et six
hélices transmembranaires. Ils possèdent deux domaines de liaison des nucléotides :
NBD1 qui lie l’ATP et NBD2, l’ADP.
1.4.2.2 Acteurs de la régulation de SUR
Mg–nucléotides Afin d’accomplir son rôle de capteur métabolique, le canal KATP
se doit d’être régulé par l’ADP intracellulaire [219]. En présence de Mg2+, l’ADP
active le canal avec une EC50 comprise entre 10 et 500 µM. Le MgADP, en se
liant préférentiellement au NBD2 de SUR [316] stabiliserait une conformation post–
hydrolytique de SUR, diminuant la sensibilité à l’ATP et facilitant l’ouverture du
canal [346]. Pour que la régulation par l’ADP ait lieu, le Mg2+ doit être présent dans
le milieu et les deux NBD ne doivent pas être altérés [97, 280]. En outre, SUR1 et
SUR2B sont plus sensibles au MgADP que SUR2A [191], et ce pour deux raisons :
– L’activité catalytique du NBD2 de SUR1 est plus élevée que celle de SUR2A
[188].
– La différence en C–ter qui existe entre SUR2A et SUR2B, due à l’épissage
alternatif, confère à leur NBD2 des caractéristiques différentes [247].
D’autres Mg–nucléotides ont été répertoriés comme activateurs du canal KATP :
Mg–ATP [99], Mg–GDP, Mg–GTP [309]. . .
Protéines G Suite à l’activation d’un GPCR, les protéines G hétérotrimériques se
dissocient et peuvent réguler l’activité de certains canaux ioniques dont fait partie le
canal KATP . Ainsi, il a été montré, en patch–clamp excisé, que la sous–unité α des
protéines G pouvait activer les canaux KATP [307, 250]. Il s’est avéré que SUR est
la cible des protéines G, Gαi1 agissant positivement sur SUR1+Kir6.2 et dans une
moindre mesure sur SUR2A+Kir6.2 [259]. En outre, Gβγ2 activent SUR1+Kir6.2 et
SUR2A+Kir6.2 en diminuant leur sensibilité à l’ATP [321].
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Zinc Le zinc, l’un des métaux lourds les plus présents dans l’organisme, agit comme
un activateur extracellulaire du canal KATP constitué par SUR1+Kir6.2 [34]. Le site
de liaison fait intervenir deux histidines (H326 et H332) de SUR1 qui sont absentes
dans SUR2 [26]. De surcroît, sa capacité à activer SUR1+Kir6.2 et SUR2A+Kir6.2
du côté intracellulaire a été démontrée [239].
1.5 Un biocapteur naturel : Le canal KATP
1.5.1 Communication entre Kir6.x et SUR
Le canal KATP étant constitué de deux sous–unités, son bon fonctionnement
nécessite une communication sans faille entre ses deux composants. Ainsi, la trans-
mission des changements de conformation de SUR (induits par la fixation de ligands :
nucléotides au niveau des NBD, activateurs au niveau de l’hélice 17 ou glibenclamide
au niveau des boucles intracellulaires) à Kir6.x doit s’opérer, et ce, grâce à la présence
de zones d’interaction entre les deux protéines (cf. section 1.2.2). Bien que différentes
régions de contact/interaction entre SUR et Kir6.x ont été identifiées, le mécanisme
de couplage comporte de nombreuses zones d’ombre.
TMD0–L0, région N–terminale de SUR1, a été montrée, par des expériences
de co–immunoprécipitation, comme étant en contact avec Kir6.2 [81, 46, 20]. La
coexpression de Kir∆C avec TMD0 a mis en évidence le rôle de ce domaine dans la
régulation de l’activité du canal. En effet, sa présence induit une augmentation de
la Po de Kir6.2 (de 0,1 à 0,6 environ) [20, 238]. Différents résidus ou régions de ce
domaine ont été identifiés comme étant impliqués dans la régulation des propriétés
biophysiques intrinsèques de Kir6.2. Un exemple est celui du résidu F132 (ICL2)
dont la mutation en Leu, isolée chez un patient atteint du syndrome DEND ("Delay,
Epilepsy and Neonatal Diabetes"), a pour conséquence une augmentation de la Po
de Kir6.2 donnant indirectement lieu à une diminution de la sensibilité à l’ATP
[238]. L’observation selon laquelle la probabilité d’ouverture des canaux formés par
TMD0F132L+Kir6.2 est plus élevée que celle des canaux TMD0+Kir6.2 suggère que
TMD0 aurait à la fois un effet activateur et inhibiteur sur Kir6.2. Ce dernier effet
serait aboli par la mutation F132L. Un autre exemple, allant dans la même direction
que le dernier, montre que la coexpression de Kir6.2 avec TMD0 lié à des fragments
de L0 plus ou moins longs à des effets opposés sur la Po [20]. En effet, l’allongement
de la portion de la boucle L0 provoque, dans un premier temps une stabilisation
de l’état ouvert du canal puis, à un certain point (Nt256), une baisse de la Po est
mesurée [20]. Ceci laisse à penser que cette région aurait deux effets opposés sur
le "gating" de Kir6.2. De plus, l’étude d’une mutation en N–ter de Kir6.2 (28∆32)
trouvée chez un malade atteint de diabète néonatal a mis en évidence l’interaction
entre ces cinq résidus N–terminaux et L0. Le fait que ce mutant soit moins sensible
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à l’ATP repose sur l’incapacité de SUR1 à réguler négativement, via L0, l’activité de
Kir6.2 [58].
Une autre région, riche en Asp et Glu (domaine ED), située entre NBD1 et
TMD2 de SUR2A a été répertoriée comme étant impliquée, de manière allostérique,
dans la transduction du changement de conformation entre SUR2A et Kir6.2 [148].
La suppression de ce domaine de quinze résidus entraîne la perte de la régulation
de l’activité du canal par le MgADP, les ouvreurs et les bloqueurs. En outre, trois
résidus (E1305, I1310, L1313), situés entre TMD2 et NBD2 de SUR2A, ont abouti
à l’ébauche d’un mécanisme de transduction impliqué dans l’activation. En effet, la
mutation de ces trois résidus en Ala abolit l’effet positif du MgADP et des ouvreurs
sur Kir6.2 mais n’affecte pas l’inhibition provoquée par l’application d’ATP ou de
glibenclamide. Ceci suggère que ces trois acides aminés interagiraient avec les régions
cytoplasmiques de Kir6.2 uniquement dans le cas d’une activation [76].
Il a également été démontré que les régions C–ter et N–ter de Kir6.2 avaient une
certaine importance dans la communication entre les deux sous–unités. Ainsi, des
délétions N–terminales de Kir6.2 induisent une augmentation de la Po uniquement
en présence de SUR1 [21, 248]. Des mutations au niveau des résidus F35 et Q52,
dans cette région, ont mené à la même observation [237, 302]. En outre, l’expression
de SUR1, Kir6.2 et un peptide composé des 53 acides aminés N–terminaux de Kir6.2
provoque une augmentation de la probabilité d’ouverture due à une perte d’interac-
tion entre les deux sous–unités [19]. Enfin, les mutations F333I et Y330C (C–ter de
Kir6.2) affectent le couplage fonctionnel entre SUR1 et Kir6.2 [301].
1.5.2 Physiologie des canaux KATP à l’échelle de la cellule et de
l’organe ; pathologies associées
De par leur capacité à être régulés par les nucléotides (rapport [ATP ]i[ADP ]i ), les canaux
KATP constituent de véritables biocapteurs naturels, étant capables de déterminer
l’état métabolique de la cellule et d’ajuster le potentiel membranaire en fonction.
De cette manière, un niveau énergétique bas provoque l’ouverture des canaux tandis
qu’un niveau énergétique élevé a pour conséquence leur fermeture. Lorsqu’ils sont
activés, les canaux KATP entraînent, au repos, une hyperpolarisation, et, en cas
d’activité, un raccourcissement des potentiels d’action. Inversement, leur inhibition
a pour conséquence, au repos, une dépolarisation membranaire, et, en cas d’activité,
une augmentation du taux de formation des potentiels d’actions.
1.5.2.1 Forme pancréatique
Rôle physiologique Il s’agit du rôle le plus étudié et le mieux caractérisé des
canaux KATP . Ainsi, SUR1+Kir6.2, dans les cellules β pancréatiques, possède un
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rôle prépondérant dans le phénomène de sécrétion d’insuline suite à un apport de
glucose dans l’organisme. Lorsque la concentration en glucose est relativement faible,
le rapport [ATP ]i[ADP ]i l’est aussi, ce qui sous–tend l’activation des canaux KATP . Le
potentiel membranaire de repos est alors à un niveau hyperpolarisé. Suite à une
augmentation de la glycémie, le glucose entre dans les cellules β pancréatiques via
le transporteur Glut2. Il est alors métabolisé au niveau de la mitochondrie (cycle
glycolytique) et conduit à la production d’ATP à partir d’ADP (fig.1.14). Le rapport
[ATP ]i
[ADP ]i
augmente alors, l’ATP inhibant Kir6.2 et l’ADP stimulant SUR1, ce qui tend
à diminuer l’activité des canaux KATP . Leur fermeture provoque une dépolarisation
membranaire ce qui active des canaux calciques voltage–dépendants. L’entrée de
Ca2+ subséquente permet l’exocytose des granules d’insuline qui est libérée dans le
sang assurant ainsi la régulation de la glycémie.
Les canaux KATP sont également présents dans les cellules α et δ pancréatiques
mais l’étude de leur physiologie reste limitée du fait de la rareté de ces cellules. Dans
les cellules δ, la sécrétion de somatostatine repose sur un mécanisme semblable à
celui observé dans les cellules β [93]. Dans les cellules α, la sécrétion de glucagon fait
appel à un mode opératoire différent. En effet, dans ce cas, une augmentation de la
concentration en glucose est responsable de la baisse de la libération de glucagon.
Cette différence de comportement s’expliquerait par l’intervention de canaux voltage–
dépendants distincts de ceux des cellules β et δ [94].
Pathologies associées SUR1+Kir6.2 joue donc un rôle primordial dans la régula-
tion de la sécrétion d’insuline. Ainsi, lorsqu’il est sujet à dysfonctionnement, il devient
le principal responsable de pathologies hyper– ou hypoinsulinémiques. De manière
générale, des mutations touchant, soit Kir6.2, soit SUR1, peuvent être divisées en
deux catégories :
– Les mutations gain de fonction, qui diminuent la sécrétion d’insuline et
causent une hyperglycémie.
– Les mutations perte de fonction, qui ont pour conséquence l’augmentation
de la sécrétion d’insuline et induisent une hypoglycémie.
A titre d’exemple, l’hypoglycémie hyperinsulinémique persistante (PHHI), qui se
manifeste par une sécrétion d’insuline accrue et non régulée, est le plus souvent due
à des mutations au niveau du gène de SUR1. Ces mutations peuvent être classées en
deux catégories [13] :
– Classe I : mutations qui résultent d’un défaut d’adressage du canal.
– Classe II : mutations qui se caractérisent par une diminution de la probabilité
d’ouverture due à une perte de la sensibilité au MgADP.
Dans certains cas (mutations de classe II), un traitement réalisé avec des ouvreurs
tels que le diazoxide permet de restaurer l’activité du canal [13]. En outre, il a
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Figure 1.14 – Rôle des canaux KATP dans la sécrétion d’insuline. L’augmentation
du taux de glucose sanguin provoque son entrée dans les cellules β pancréatiques. Sa
dégradation via le cycle glycolytique augmente la concentration en ATP intracellu-
laire ce qui cause la fermeture des canaux KATP . La cellule est alors dépolarisée ce
qui a pour conséquence l’ouverture de canaux calciques voltage–dépendants. L’entrée
de Ca2+ permet la libération des molécules d’insuline.
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été montré in vitro que l’incubation avec des sulfonylurées aident les canaux mal
repliés à atteindre la membrane plasmique [338]. Cette découverte représente une voie
thérapeutique potentielle pour le traitement des pathologies résultant de mutations
de classe II.
L’illustration d’une maladie résultant d’un gain de fonction du canal est le dia-
bète néonatal. Dans ce cas, les canaux sont suractivés, ce qui induit une diminution
de la sécrétion d’insuline. L’usage d’inhibiteurs (sulfonylurées) peut rétablir une ac-
tivité quasi normale des canaux [158]. Les mutations à l’origine de cette pathologie
se situent principalement à proximité du site de liaison de l’ATP de Kir6.2 et dimi-
nuent sa sensibilité à l’ATP [13]. Des mutations au niveau de SUR1, ayant un effet
équivalent aux précédentes ont été recensées [24]. La gravité de cette maladie varie
suivant la modification de sensibilité à l’ATP engendrée. Ainsi, la pathologie asso-
ciée peut aller du diabète néonatal transitoire au diabète permanent accompagné de
complications développementales ou encore neurologiques donnant lieu à des retards
de développement et des épisodes épileptiques (syndrome DEND).
1.5.2.2 Le canal KATP dans le système nerveux central
Les canaux KATP sont exprimés dans différentes régions du cerveau [150]. Ainsi,
on les trouve dans le cortex cérébral [179], l’hippocampe [101] ou encore au niveau
de l’hypothalamus [195]. Il a été démontré que, au niveau de la substance grise,
les neurones GABAergiques expriment exclusivement SUR1+Kir6.2 tandis que les
neurones dopaminergiques expriment SUR1 et SUR2B avec Kir6.2 [174].
L’utilisation de souris transgéniques "knock–out" pour Kir6.2 a permis d’élu-
cider le rôle des canaux KATP dans le cerveau, en cas d’hypoxie [335]. En condi-
tions normales, les neurones GABAergiques des souris Kir6.2−/− présentent une
activité similaire à celle des souris "sauvages". Lorsqu’elles passent en conditions
d’hypoxie, l’activité électrique des neurones des souris Kir6.2−/− double quasiment
tandis que celle des neurones de souris non–transgéniques diminue. En outre, les sou-
ris Kir6.2−/− manifestent une sensibilité accrue à l’hypoxie puisqu’elles atteignent
plus rapidement l’attaque cérébrale généralisée que les souris normales. Une autre ex-
périence témoigne de l’implication des canaux KATP dans l’hypoxie au niveau de ces
neurones : les souris SUR1−/− ont une réponse similaire à celle des souris Kir6.2−/−
dans ces conditions [211]. Ainsi, lorsque l’oxygène vient à manquer dans ces régions
du cerveau, cela induit une diminution du rapport [ATP ]i[ADP ]i qui a pour conséquence
l’ouverture des canaux KATP et une hyperpolarisation de la cellule. Cette variation
de potentiel de membrane entraîne une modification de l’activité des canaux catio-
niques voltage–dépendants qui induisent la dépolarisation cellulaire inactivant ainsi
les neurones. Cela permet de limiter la propagation des attaques cérébrales en cas
de stress métabolique (fig. 1.15).
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Figure 1.15 – Rôle des canaux KATP dans la cellule nerveuse. L’ouverture des
canaux KATP neuronaux en réponse à une hypoxie empêche la propagation des
attaques cérébrales.
L’hypothalamus est impliqué dans la régulation du métabolisme énergique, no-
tamment du poids et de la glycémie, et les canaux KATP semblent, là encore, jouer un
rôle dans cette fonction. Dans l’hypothalamus, il existe deux types de neurones qui
sont régulés par le glucose : les neurones répondant au glucose ("glucose responsive",
GR) et ceux sensibles au glucose ("glucose sensitive", GS). En cas de hausse de la
glycémie, les neurones GR voient leur activité électrique augmenter tandis que celle
des neurones GS diminue. Le fait que l’application de sulfonylurées sur les neurones
GR entraîne leur dépolarisation a suggéré l’implication des canaux KATP [195]. En
outre, il s’est avéré que les souris Kir6.2−/− présentaient un délai dans la réponse à
l’hypoglycémie conséquente à la libération d’insuline à cause d’une sécrétion de gluca-
gon altérée [299]. Néanmoins, la libération de glucagon par les cellules α du pancréas
n’est pas affectée, confirmant ainsi un problème au niveau de l’hypothalamus. Les
canaux KATP participent donc à la régulation hypothalamique de la sécrétion de
glucagon.
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1.5.2.3 Rôle du canal KATP dans le système cardiovasculaire
Les canaux KATP sont également présents dans le système cardiovasculaire. On
les retrouve au niveau du myocarde, des muscles squelettiques et des muscles lisses.
Contrairement aux canaux KATP pancréatiques, ces canaux sont fermés en conditions
normales et s’ouvrent en cas de stress métabolique.
Muscle lisse Les canaux KATP des muscles lisses sont principalement constitués
de sous–unités SUR2B et Kir6.1. En effet, la co–expression de ces deux sous–unités
permet de reconstituer des canaux KATP possédant des propriétés similaires à celles
des canaux natifs [241]. Ils contribuent à la régulation du tonus vasculaire et par
conséquent à la modulation du flux sanguin. Leur régulation directe ou indirecte
par différents composés est capable d’induire la dilatation ou la constriction des
vaisseaux. Ainsi, la liaison d’adénosine [154], du peptide calcitonine "gene-related"
(CGRP) ou encore celle de l’isoprenaline [327], sur leurs récepteurs respectifs, ac-
tivent les canaux KATP , via la PKA, et provoquent une vasodilatation. Comme
décrit en figure 1.16, les myocytes cardiaques ou les nerfs sensitifs, libèrent, en cas
d’hypoxie, de l’adénosine ou du CGRP, respectivement. Leurs récepteurs étant cou-
plés Gαs, cela provoque une augmentation du taux d’AMPc, une activation de la
PKA qui ouvre les canaux KATP . La cellule subit alors une hyperpolarisation qui a
pour conséquence la fermeture de canaux calciques voltage–dépendants. La concen-
tration en calcium intracellulaire diminue induisant la vasodilatation. A l’inverse,
l’angiotensine II, la noradrénaline et l’histamine bloquent les canaux KATP de ma-
nière indirecte, via l’action de la PKC [111, 36]. Ceci a pour effet la constriction des
vaisseaux.
De plus, la suppression des gènes de Kir6.1 ou SUR2B donne lieu à des vasos-
pasmes et de l’hypertension [52, 196]. Il est possible, en activant les canaux KATP à
l’aide d’ouvreurs, de réguler le flux sanguin et de pallier une hypertension [137].
Muscle squelettique Les canaux KATP auraient un rôle prépondérant dans la
protection du muscle squelettique contre la fatigue musculaire. En effet, un lien entre
la fatigue et l’ouverture de ces canaux a été démontré [171]. Ainsi, l’application de
glibenclamide conduit à une récupération de force moins efficace qu’en conditions
normales, suggérant un rôle du canal dans la protection contre la fatigue musculaire.
Le fait que l’ajout de pinacidil, un ouvreur du canal KATP , confère au muscle une
meilleure résistance à la fatigue va dans le sens de cette hypothèse [189].
Au cours d’un effort musculaire, la diminution de la concentration locale en ATP
et celle du pH (production d’acide lactique) provoquent l’ouverture des canaux KATP .
L’augmentation de la conductance potassique raccourcit la durée des potentiels d’ac-
tion (PA) et augmente la concentration extracellulaire en K+. La somme de ces deux
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Figure 1.16 – Rôle des canaux KATP dans la cellule musculaire lisse. En cas d’hy-
poxie, les canaux KATP s’ouvrent sous l’action de la PKA et de la diminution de
la concentration en ATP. L’hyperpolarisation qui suit bloque les canaux calciques
voltage–dépendants, diminuant la concentration en calcium intracellulaire. Ceci a
pour conséquence d’atténuer la contraction musculaire et provoque une vasodilata-
tion.
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Figure 1.17 – Rôle des canaux KATP dans la cellule musculaire squelettique. Le
travail musculaire entraîne l’ouverture du canal KATP , ce qui raccourcit la durée des
PA, dépolarise la membrane et donne lieu à une baisse de l’excitabilité membranaire.
évènements a pour effet une diminution de l’excitabilité membranaire, une baisse de
la libération de calcium des compartiments intracellulaires et de la production de
force (fig. 1.17). Ainsi, la consommation d’énergie de la cellule est moindre, ce qui la
protège d’un appauvrissement énergétique.
Myocarde Les canaux KATP du myocarde sont principalement composés par les
sous–unités SUR2A et Kir6.2. Leur présence permet de protéger le muscle cardiaque
en cas de stress (ischémie). En effet, les canaux KATP s’ouvrent, raccourcissant ainsi
la durée du potentiel d’action, diminuant l’influx de Ca2+ afin de réduire la consom-
mation énergétique de la cellule (fig. 1.18) [217]. Cette fonction a été confirmée par
l’étude de souris Kir6.2−/− [297, 104].
De plus, il a été démontré que la fonction du canal KATP était altérée en cas d’ar-
rêt cardiaque. L’utilisation d’un modèle de souris "arrêt cardiaque" (surexprimant
le facteur de nécrose tumorale α) a mis en évidence une modification de la structure
du myocyte cardiaque qui se répercute sur la capacité du canal KATP à être régulé
par l’ATP [121]. Ceci serait dû à un défaut au niveau de la production d’énergie
et de la transmission du signal énergétique dans un voisinage proche du canal. De
cette manière, le canal KATP n’est plus capable d’assurer son rôle de maintien de
l’homéostasie énergétique en réponse au stress [121].
Le canal KATP est également impliqué dans le phénomène d’adaptation au stress
et plus particulièrement en conditions "flight or fight" qui correspond à la capacité
d’un organisme à fuir ou à confronter une menace [274]. Dans ce cas, la demande
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Figure 1.18 – Rôle des canaux KATP dans le myocarde. En cas de stress, L’ouver-
ture des canaux KATP a pour effet le raccourcissement des PA, diminuant ainsi la
contractibilité de la cellule et permettant le maintien de l’homéostasie énergétique
de la cellule.
énergétique est importante et le canal KATP joue encore ici son rôle de modérateur,
maintenant l’homéostasie afin d’éviter que la réponse au stress ne devienne elle–même
dangereuse.
Des mutations du gène de SUR2A, au niveau du NBD2, ont été identifiées chez
certains patients sujets à des attaques cardiaques, à de l’arythmie ventriculaire [33]
ou encore à de la fibrillation atriale [227]. Ceci conforte donc le rôle du canal KATP
dans la cardioprotection en cas d’ischémie.
1.5.3 Pharmacologie des canaux KATP
L’activité des canaux KATP peut être modulée de manière indépendante du mé-
tabolisme, grâce à l’utilisation de molécules synthétiques qui présentent des struc-
tures chimiques variées. Ces molécules peuvent être divisées en deux catégories : les
ouvreurs potassiques (KCO) et les inhibiteurs appartenant en majeure partie à la
famille des sulfonylurées.
1.5.3.1 Ouvreurs
Les ouvreurs des canaux KATP (KCO) constituent un groupe de composés rela-
tivement étendu, les différents membres ne présentant pas de pharmacophore (par-
tie pharmacologiquement active d’une molécule) commun. Il se dégage cependant
plusieurs groupements caractérisques, qui permettent de les classer en familles. On
retrouve donc parmi ces familles les benzothiazidines (diazoxide), les benzopyranes
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Figure 1.19 – Formules chimiques de quelques ouvreurs potassiques agissant sur le
canal KATP .
(cromakalim), les cyanoguanidines (pinacidil), les thioformamides (aprikalim), les ni-
cotinamides (nicorandil), les dérivés des pyrimidines (minoxidil), les dihydropyridines
(ZM–244085), les cyclobutènediones (WAY–151616) ou encore les carbinols tertiaires
(ZD–6169) (fig 1.19).
Le spectre d’action thérapeutique de ces ouvreurs est relativement étendu, al-
lant des vasodilatateurs, aux anti–épileptiques, en passant par la stimulation de
la croissance capillaire. Leur action requiert la présence des nucléotides. Ainsi, le
MgATP est nécessaire à leur fixation et permet aux KCO d’exercer leur effet activa-
teur [70, 18, 269].
La cible des KCO est la sous–unité régulatrice des canaux KATP , SUR [3, 197,
337]. Une grande proportion de ces ouvreurs vise SUR2A et SUR2B tandis que SUR1
est activé par un nombre limité de ces molécules [3, 62]. Cette différence de spécificité
des ouvreurs représente un intérêt thérapeutique puisque cela permet d’obtenir des
médicaments ciblant un tissu en particulier, réduisant ainsi les effets secondaires.
De plus, cette propriété a permis de mettre en évidence certains sites d’action des
ouvreurs : l’hélice transmembranaire 17 du domaine TMD2 de SUR2A héberge une
thréonine (1253) et une leucine (1249) qui auraient un rôle dans le mode d’action
des benzopyranes ou des guanidines [69, 204, 203]. En outre, la boucle intracellulaire
reliant les hélices 13 et 14 (SUR2B) constitue également un site d’action des KCO.
Le diazoxide est un ouvreur non sélectif puisqu’il agit, en présence de MgADP,
sur SUR1, SUR2B et SUR2A [69]. Son site de liaison serait situé au niveau du TMD1
[23, 62, 205].
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1.5.3.2 Inhibiteurs
Les inhibiteurs des canaux KATP peuvent être divisés en deux classes : ceux
agissant sur Kir6.2 et ceux interagissant avec SUR. Les imidazoles ciblent préféren-
tiellement Kir6.2 [208, 236] et les sulfonylurées et les dérivés benzamides se lient à
SUR avec une forte affinité (fig. 1.20) [15]. Néanmoins, il a été montré que les sulfo-
nylurées pouvaient agir sur Kir6.2 mais avec une affinité moindre comparée à celle
pour SUR ([98, 100].
Etant donné leur rôle inhibiteur des canaux KATP , ces molécules sont adminis-
trées en cas de diabète, puisqu’elles permettent de restaurer la sécrétion d’insuline
assurant ainsi un retour à une glycémie normale. Ces propriétés hypoglycémiantes
sont connues depuis plusieurs dizaines d’années [138]. De plus, l’administration de
glibenclamide à des patients atteints du syndrome DEND pallie certains dysfonc-
tionnements neurologiques (retard mental, motricité altérée) [198].
L’affinité d’un inhibiteur varie d’une isoforme de SUR à l’autre. Ainsi, des concen-
trations de tolbutamide de l’ordre du µM bloquent les canaux KATP comprenant
SUR1 tandis qu’elles n’ont aucun effet sur ceux composés de SUR2A ou SUR2B [100]
(tab. 1.2). Le meglitinide, un dérivé benzamido, quant à lui, présente une affinité sem-
blable pour les trois types de canaux. Le rassemblement des différences structurales
entre les classes de composés et les affinités mesurées apportent des informations
quant à leur mode d’action. Ainsi, les sulfonylurées (e.g. tolbutamide) interagiraient
avec un site de liaison spécifique sur SUR1 tandis que les dérivés benzamides (e.g.
meglitinide), se lient à un site partagé par SUR1 et SUR2. Le glibenclamide est un
composé hybride puisqu’il possède à la fois un groupement sulfonyl et un groupement
benzamide. Il aurait donc deux sites de fixation sur SUR1 et un seul sur SUR2.
Les différences de sensibilité pour le tolbutamide, existant entre SUR1+Kir6.2
et SUR2+Kir6.2, ont été mises à contribution pour élucider le mode de fixation
de ce composé. Pour cela, une approche chimérique a été mise en place, montrant
que les hélices transmembranaires 14 à 16 de SUR1 sont nécessaires à l’action du
tolbutamide, et plus précisément la Ser1237, localisée dans la boucle intracellulaire
entre les hélices 15 et 16 [16, 22].
Le [3H]–glibenclamide, quant à lui, interagit avec les boucles intracellulaires se
situant entre les hélices 5 et 6 (L0), d’une part, et entre les hélices 15 et 16, d’autre
part [194]. La boucle comprise entre les hélices 15 et 16 constituerait le site de liaison
du groupement sulfonylurée tandis que L0 abriterait le site dédié au groupement
benzamide, et ce, en association avec le N–ter de Kir6.2 [22, 16, 194, 317].
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Figure 1.20 – Formules chimiques développées des inhibiteurs utilisés au laboratoire.
Canal KATP Tolbutamide Glibenclamide Meglitinide
SUR1+Kir6.2 5 µM 4 nM 0,3 µM
SUR2A+Kir6.2 1,7 mM 27 nM 0,5 µM
Table 1.2 – IC50 des inhibiteurs pour les canaux SUR1+Kir6.2 et SUR2A+Kir6.2.
D’après Gribble et al.,1998 [100].
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Chapitre 2
Les Récepteurs Couplés aux
Protéines G
2.1 Généralités
2.1.1 Caractéristiques générales des GPCR
2.1.1.1 Bref historique des GPCR
Au début du 19ème siècle, de nombreux pharmacologues ont étudié les effets de
neurotransmetteurs, hormones, médicaments naturels ou synthétiques sur des mo-
dèles animaux, des organes isolés ou des tissus. Ils étaient loin de réaliser que les
effets observés résultaient en majeure partie de l’activité de la plus grande famille
de récepteurs membranaires : les GPCR. C’est à cette époque qu’ont été établis de
nombreux concepts tels que la notion de récepteur, de ligand, d’affinité ou encore
d’efficacité. Bien avant le clonage des GPCR, dans les années 50, des molécules agis-
sant sur ceux–ci étaient utilisées comme médicaments. Ce fut par exemple le cas du
propranolol, un β–bloquant mis au point par Sir James Whyte Black à la fin des
années 50.
Dans les années 60, Sutherland et Rall ont démontré, à partir de tissus isolés et
de préparations cellulaires, que de l’AMP cyclique produit à partir d’ATP était le
résultat de l’activité d’une enzyme, l’adénylyl cyclase [293, 294, 43]. La théorie de
second messager est ainsi née, suggérant que des stimuli extracellulaires (hormones,
neurotransmetteurs) étaient capables de réguler la production d’AMP cyclique par
l’intermédiaire de récepteurs membranaires. L’AMP cyclique était alors considéré
comme étant le médiateur entre les stimuli extracellulaires et le métabolisme, la
croissance et la différentiation cellulaire. Cette découverte a ainsi permis de poser les
premières pierres de la notion de voies de signalisation induites par les GPCR.
Au milieu des années 70, Henderson et Unwin mirent en évidence la structure
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de la bacteriorhodopsine d’Halobacterium halobium par microscopie électronique et
ce à une résolution de 7 Å [115]. Il était possible d’observer que cette protéine était
composée de sept hélices transmembranaires. Par la suite, la bacteriorhodopsine fit
office de référence pour modéliser la structure tertiaire des GPCR grâce à l’homologie
de structure (et non de fonction) qu’elle présentait avec ceux–ci [305].
Une étape supplémentaire dans l’étude des GPCR est franchie en 1979, suite à
la purification du récepteur β2 adrénergique, issu d’érythrocytes de grenouille, par
chromatographie d’affinité [44]. Pour effectuer cette purification Caron et al. ont
utilisé de l’alprenolol (antagoniste du récepteur β2 adrénergique) immobilisé sur une
résine (Sepharose–4B) de manière covalente. L’élution des récepteurs retenus sur la
colonne a ensuite pu être réalisée en utilisant différents ligands. Ainsi, il leur a été
possible, à l’aide d’un tampon contenant de l’isoproterenol (agoniste du récepteur β2
adrénergique), de décrocher les récepteurs de la matrice.
Dans les années 80, commence l’ère du clonage des GPCR. Le premier récepteur
à être cloné en 1982 fut la rhodopsine bovine [228] qui a ensuite servi de modèle
pour l’étude des récepteurs membranaires jusqu’en 1986. En effet, au cours de cette
année, des chercheurs de l’entreprise pharmaceutique Merck réalisèrent le clonage du
récepteur β2 adrénergique de hamster [71]. Cet évènement représenta alors un tour-
nant dans l’étude des GPCR puisque la comparaison des deux séquences permit de
mettre en évidence l’homologie existant entre les deux récepteurs. L’idée de famille
de récepteurs commença à émerger et prit tout son sens suite aux clonages d’autres
GPCR tels que le récepteur muscarinique porcin [160] ou encore le récepteur dopami-
nergique D2 de rat [42] . . . Des centaines de GPCR ont ensuite été clonés en utilisant
des bibliothèques d’ADNc obtenues à partir de tissus ou cellules connus pour être
riches en récepteurs. Ces bases ont été criblées dans le but de découvrir de nouveaux
gènes candidats. Ainsi, de nombreux GPCR de fonction et ligands inconnus ont été
identifiés et appelés récepteurs orphelins.
Les progrès plus récents (structures aux rayons X de GPCR, détermination de
partenaires d’interaction . . . ) seront traités au cours des paragraphes suivants.
2.1.1.2 Topologie
Les GPCR sont des récepteurs membranaires polytopiques qui possèdent sept
hélices α transmembranaires (fig. 2.1). Ces dernières sont constituées de 25 à 35
acides aminés présentant en majeure partie un caractère hydrophobe. Ces hélices
sont arrangées dans le sens anti–horaire. Elles sont de plus reliées par trois boucles
extracellulaires (ECL1, ECL2, ECL3), qui peuvent être impliquées, dans la fixation
du ligand et par trois boucles intracellulaires (ICL1, ICL2, ICL3) qui interagissent,
entre autres, avec les protéines G hétérotrimériques. La partie N–terminale est plus ou
moins étendue suivant la famille de GPCR et la longueur de l’extrémité C–terminale
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Figure 2.1 – Structure générale des GPCR.
varie d’un GPCR à l’autre.
2.1.1.3 Fonction
Les GPCR sont exprimés dans de nombreux tissus : cerveau, foie, rein, os,
muscles. . . Par conséquent, ils sont impliqués dans de nombreux processus physio-
logiques. Ils peuvent être activés ou inhibés de manière spécifique par des molécules
de diverses origines telles que des ligands endogènes (adrénaline, anandamide, chi-
miokines. . . ), des médicaments (anti–histaminiques, β–bloquants . . . ), des ligands
provenant de l’environnement extérieur (photon, molécules odorantes. . . ) (fig. 2.10).
Ainsi, les GPCR ont pour mission d’assurer la transduction du signal, constituant le
relais entre les milieux intra et extracellulaires.
2.1.1.4 Modèle d’activation des GPCR et activité constitutive
Il existe plusieurs modèles illustrant le mécanisme d’activation des GPCR.
Les ancêtres des modèles actuels Les premiers modèles utilisés pour illustrer le
mécanisme d’activation des GPCR reposent sur la loi d’action de masse, considérant
que l’interaction entre le récepteur (R) et l’agoniste (A) dépend de la constante
d’association (KA). Cette interaction engendre alors l’activation du récepteur. Cette
vision s’est ensuite complexifiée en tenant compte de la notion de changement de
conformation et des protéines G [152]. Un autre modèle, dérivant de celui de Monod,
Wyman et Changeux [200], fait intervenir la notion d’allostérie appliquée aux GPCR
[149].
Modèle ternaire/Modèle ternaire étendu En 1980, De Lean et al., au cours
d’une étude sur le récepteur β2 adrénergique, établissent le modèle ternaire complexe
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Figure 2.2 – Modèle du complexe ternaire. A : Agoniste, R : Récepteur, G : Protéine
G.
Figure 2.3 – Modèle ternaire étendu. A : Agoniste, R : Récepteur inactif, R* :
Récepteur actif, G : Protéine G.
[67] (fig. 2.2). Ce modèle permet d’expliquer le comportement du récepteur suite à
l’application de ligand. Il tient compte de l’interaction du récepteur avec les protéines
G et de la différence d’affinité pour l’agoniste qui existe entre la forme liée aux
protéines G et la forme libre.
Le modèle le plus largement reconnu est celui du complexe ternaire étendu (CTE,
fig. 2.3), qui découle du précédent. Le CTE fut élaboré afin de répondre à l’observa-
tion selon laquelle un GPCR pouvait activer les protéines G sans être stimulé par un
ligand [258, 167]. Il s’avère que la barrière d’énergie qui sépare l’état inactif (R) de
l’état actif (R∗) est peu élevée, ce qui permet à une faible proportion de récepteurs
de passer de l’état R à R∗. Dans ce modèle, l’agoniste présente une affinité plus forte
pour R∗ que pour R, déplaçant ainsi l’équilibre vers la forme active du récepteur.
Les antagonistes, quant à eux, ont une affinité semblable pour les deux formes et
n’influencent pas l’équilibre. Les agonistes inverses ont une forte propension à se lier
à R et déplacent donc l’équilibre vers la forme R.
Modèle ternaire cubique Il s’agit de la généralisation du modèle ternaire étendu
[326]. Ce modèle tient compte du fait que les protéines G peuvent interagir avec
un récepteur à l’état actif ou inactif (fig. 2.4). Dans ce modèle, le récepteur peut
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Figure 2.4 – Modèle ternaire cubique. A : Agoniste, R : Récepteur inactif, R* :
Récepteur actif, G : Protéine G.
uniquement entrer en interaction avec une protéine G et/ou un ligand à la fois.
De plus, différents récepteurs peuvent entrer en compétition pour un ligand ou une
protéine G. Ainsi, plusieurs transformations permises ont été définies :
– Passage du récepteur de l’état actif à inactif.
– Liaison/dissociation des protéines G.
– Liaison/dissociation du ligand.
Les trois paires de faces du cube symbolisent ces transformations. De plus, il est
possible d’ajouter un ligand, un sous–type de protéines G en assemblant plusieurs
cubes. Ce modèle, pour le moins complexe, semble être le plus apte à décrire les
observations empiriques obtenues avec certains GPCR.
Activité constitutive L’activité constitutive des GPCR peut être définie comme
étant la capacité d’un récepteur à présenter une activité intrinsèque, en absence
d’agoniste. Les premières preuves d’activité constitutive des GPCR ont été obtenues
d’une part, avec le récepteur opioïde δ [157], et, d’autre part à partir d’une étude
sur le récepteur β2 adrénergique purifié [45]. Cette dernière a été la cible de certaines
controverses car la présence de thiols dans le milieu réactionnel a, par la suite, été dé-
montrée comme étant responsable de l’activité basale alors observée [232]. Une étude
réalisée, par Costa et al., sur des neuroblastomes présentant un fort taux d’expres-
sion du récepteur opioïde δ a permis de mettre en évidence l’existence de deux types
d’antagonistes : ceux pouvant inhiber l’activité GTPase de la sous–unité α mesurée
en absence de ligand et ceux ne présentant aucun effet [55]. Des mutants provo-




D’un point de vue physiologique, l’activité constitutive aurait une certaine im-
portance dans le cas de récepteurs impliqués dans des phénomènes d’équilibre énergé-
tique et de régulation de l’appétit. En outre, il a été montré que certaines mutations
augmentant cette activité peuvent être à l’origine de certaines pathologies : cécité
nocturne, hyperthyroïdie, carcinomes. . .
2.1.1.5 Les ligands
Le tableau 2.1 rassemble les principales caractéristiques des différents types de
ligands pouvant interagir avec les GPCR. La figure 2.5 représente l’effet sur l’activité
du récepteur induit par chaque type de ligand, et ce, en fonction de la concentration.
Cette activité peut être mesurée de manière directe (au niveau des protéines G) ou
indirecte (mesure du taux d’AMPc, de calcium intracellulaire. . . ).
Figure 2.5 – Courbes doses–réponse représentatives des différents types de ligands.
2.1.2 Classification
Les GPCR appartenant à une même famille partagent au moins 25% d’identité
de séquence au niveau de la région transmembranaire et possèdent un ensemble de
résidus et de motifs hautement conservés. Il existe plusieurs types de classification des
GPCR reposant sur différents critères tels que le mode de fixation du ligand et/ou la
structure (familles 1–5) [35] ou sur des analyses phylogénétiques [86]. La classification
A–F, décrite pour la première fois en 1994 [17, 156], reste la classification la plus
utilisée. Elle prend en compte les GPCR exprimés chez les vertébrés et les invertébrés.
Un autre système est disponible depuis le début des années 2000. Il s’agit de la
52
CHAPITRE 2. LES RÉCEPTEURS COUPLÉS AUX PROTÉINES G
Ligand Caractéristique
Agoniste total
Se lie au récepteur et modifie son
état (R∗) dans le but d’induire une
réponse biologique. Entraîne une
activation maximale du récepteur
Agoniste partiel
Provoque une activation inférieure
à celle induite par les agonistes
totaux. La notion d’agoniste partiel
et total peut cependant varier d’un
système à l’autre (type de cellules,
système de mesure. . . )
Agoniste inverse Inhibe l’activité constitutive desrécepteurs
Antagoniste Diminue ou empêche l’action d’unagoniste
Table 2.1 – Les différents types de ligands interagissant avec les GPCR.
classification GRAFS (Glutamate, Rhodopsin, Adhesion, Frizzled/Taste2, Secretin)
qui a été construite suivant des critères phylogénétiques, à partir d’une analyse du
génome humain [86].
2.1.2.1 Classe A/Rhodopsin/Famille 1
La classe A ou "rhodopsin–like" est la plus étendue des cinq familles. Elle com-
prend l’opsine, les récepteurs olfactifs, les GPCR activés par les petites molécules
(catécholamines. . . ), par les peptides (hormones. . . ) ou encore par les hormones
glycoprotéiques. Cette famille est caractérisée par la présence d’acides aminés très
conservés au niveau de la partie transmembranaire. En général, un pont disulfure est
présent entre les boucles ECL1 et ECL2 et ils possèdent une cystéine palmytoylée en
C–ter. Pour les petites molécules, le site de liaison du ligand est situé au sein de la
partie transmembranaire tandis que dans le cas des peptides et des glycoprotéines, il
se trouve au niveau de la partie N–terminale et des boucles extracellulaires (fig.2.6).
2.1.2.2 Classe B/Secretin/Famille 2
Elle contient environ 50 membres qui sont activés par, entre autres, la sécretine,
le glucagon, la calcitonine, l’hormone parathyroïde. . . La plupart des GPCR apparte-
nant à cette famille est couplée aux protéines Gαs. De plus, ces récepteurs présentent
une extrémité N–terminale particulièrement étendue qui est impliquée, en associa-
tion avec certaines boucles extracellulaires, dans la fixation du ligand. Cette même
partie N–ter contient trois ponts disulfure conservés. Dans la classification A–F, les
récepteurs d’adhésion sont considérés comme appartenant à la classe B.
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2.1.2.3 Classe C/Glutamate/Famille 3
La classe C, ou classe des récepteurs glutamate, possède 17 représentants dans
le génome humain. Elle compte parmi ses membres le récepteur métabotropique du
glutamate (mGluR), le récepteur de l’acide γ–aminobutyrique de type B (GABAB),
le récepteur du calcium (CaR) et quelques récepteurs gustatifs. La majorité de ces
GPCR présente des régions N–ter et C–ter très étendues, un pont disulfure reliant
les boucles ECL1 et ECL2 ainsi qu’une boucle ICL3 particulièrement courte. La ré-
gion de fixation du ligand se situe dans la partie N–ter et forme le module "Venus
Fly–Trap" (VFTM). Ce module est relié au reste du récepteur par un lien conte-
nant neuf cystéines. Suite à la fixation du ligand, le VFTM subit des changements
conformationnels importants qui entraînent la formation d’homodimères [234].
2.1.2.4 Adhesion
Les récepteurs appartenant à cette classe sont aussi appelés GPCR d’adhésion.
Sur 33 membres, seuls 3 ne sont plus orphelins. Les ligands sont bien souvent des
peptides ou des glycosaminoglycanes. De plus, ils présentent des similarités de sé-
quence avec la classe B au niveau de la partie transmembranaire. Leur extrémité
N–ter est très grande et possède un domaine protéolytique ("GPS domain"). Ce der-
nier sert de site de clivage qui a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, dans
un compartiment au début du Golgi, et est nécessaire au transport et à l’adressage
membranaire du récepteur [159].
2.1.2.5 Récepteurs frizzled/Taste2
Récepteurs Frizzled/Smoothened/Famille 5 Cette famille de GPCR n’a été
identifiée que très récemment. Il existe 10 récepteurs Frizzled et 1 Smoothened. Ce
type de récepteur a tout d’abord été découvert chez la drosophile [318] et 10 homo-
logues ont ensuite été mis en évidence chez l’Homme [343]. La partie extracellulaire
est composée de 200 à 300 acides aminés et contient le domaine de liaison du ligand,
la glycoprotéine Wnt. Ces récepteurs sont impliqués dans le développement. Le ré-
cepteur Smoothened (Smo), quant à lui, ne posséderait pas de ligand et serait régulé
par le récepteur "Patched" [49]. Il aurait un rôle dans la formation et l’homéostasie
de certains tissus et organes.
Récepteur Taste2 Cette famille contient 25 récepteurs dans le génome humain.
Un grand nombre de ces GPCR est orphelin. Leur longueur est comprise entre 290
et 340 acides aminés et ils possèdent des extrémités N–ter et C–ter courtes. ECL1
et ECL2 ne sont pas reliées par un pont disulfure et les boucles extracellulaires ont
un rôle important dans la reconnaissance du ligand. Ces récepteurs sont exprimés
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Figure 2.6 – Classification GRAFS des GPCR.
dans la langue et les cellules epithéliales du palais et seraient impliqués dans la
reconnaissance du goût amer.
2.1.2.6 Autres familles de GPCR
Les familles D et E ne sont pas représentées dans la classification GRAFS car
celles-ci ne sont pas exprimées chez l’Homme. La classe D regroupe les récepteurs
des phéromones de levure. Les récepteurs de l’AMPc sont au nombre de quatre et




2.1.3 Structures connues de GPCR eucaryotes
A partir de l’an 2000, une seule structure de GPCR est disponible, celle de la
rhodopsine à l’état inactif [230]. Ces trois dernières années ont vu fleurir plusieurs
structures de GPCR : celles des récepteurs β1 et β2 adrénergiques, du récepteur de
l’adénosine A2A ainsi que celles de l’opsine/rhodopsine dans différentes conforma-
tions.
2.1.3.1 Un GPCR dans tous ses états : la rhodopsine
La toute première structure de rhodopsine a été résolue en l’an 2000 [230]. Il
s’agit de la rhodopsine à l’état inactif, en présence du 11–cis rétinal qui joue ici le
rôle d’agoniste inverse (bloque l’activité constitutive du GPCR). Ces données ont
permis de mettre en évidence certaines caractéristiques des GPCR appartenant à la
famille A, c’est–à–dire :
– Sept hélices transmembranaires.
– Un pont disulfure reliant les boucles ECL1 et ECL2.
De surcroît, cette structure a fait la lumière sur l’existence de résidus pouvant trans-
mettre les changements conformationnels entre les parties transmembranaires et cy-
toplasmiques suite à la photoactivation. Elle a également confirmé l’emplacement du
chromophore (le 11–cis rétinal) qui se situe au sein de la partie transmembranaire.
Huit ans plus tard, la structure de l’opsine est élucidée [231]. L’opsine corres-
pond à la forme active de la rhodopsine. En effet, lorsque cette dernière est activée
par un photon, il se produit l’isomérisation du 11–cis rétinal en all–trans rétinal qui
est ensuite hydrolysé et évacué de son site de liaison. Cette structure a été obtenue
à une résolution de 2,8 Å. Elle a abouti à l’identification de certaines régions su-
bissant un changement de conformation entre l’état actif et inactif (Motif E(D)RY,
NPxxY(x)5,6F, hélices TM5–7). Grâce à ces nouveaux éléments, il a été possible de
décrire les réarrangements conformationnels nécessaires à l’entrée et la sortie du ré-
tinal. Ainsi, contrairement à la rhodopsine, deux sites, un d’entrée et un de sortie
sont disponibles pour le rétinal dans l’opsine. Le premier se situe entre l’hélice V et
l’hélice VI et le second entre la I et la VII.
Il est à noter qu’une troisième structure de l’opsine a été déterminée en présence
d’un peptide de onze acides aminés mimant la transducine (partie C–terminale de
la sous–unité α) ceci permettant de stabiliser l’opsine [262]. Les caractéristiques de
cette structure sont assez proches de celles de l’opsine seule, on retrouve les deux
sites d’accès au rétinal entre les hélices V/VI et I/VII. Les extrémités des hélices V
et VI sont rapprochées et presque parallèles. Deux résidus, l’Arg135 et la Tyr233,
interagissent avec la Cys 347 qui se trouve en C–ter de la sous–unité Gα. En outre,
certains résidus appartenant aux motifs conservés E(D)RY et NPxxY(x)5,6F sont
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essentiels à la formation des interactions avec la protéine Gα.
2.1.3.2 Les récepteurs β adrénergiques
Le récepteur β2 adrénergique Deux structures, obtenues par deux approches
différentes, ont été publiées successivement à la fin de l’année 2007. La première
repose sur une stratégie faisant intervenir une protéine de fusion [50]. Elle fut ob-
tenue en remplaçant la boucle i3 par le lysozyme T4 afin d’augmenter les surfaces
d’interaction et ainsi faciliter sa cristallisation. Ceci a abouti à une structure haute
résolution du récepteur β2 adrénergique à 2,4 Å.
La seconde fut déterminée en faisant interagir le récepteur avec un fragment de
FAb reconnaissant un épitope situé dans la partie extracellulaire du récepteur. La
résolution de cette structure est de 3,5 Å.
Une troisième structure est parue en 2008 reposant sur une forme stabilisée du
récepteur humain (mutant E122W [254]) en interaction avec le timolol, un agoniste
inverse [109]. Grâce à ces données, il a été possible de mettre en évidence la présence
de sites de fixation spécifiques pour le cholestérol entre les hélices II, III et IV.
Le récepteur β1 adrénergique La structure du récepteur β1 adrénergique de
dinde a été résolue en présence d’un antagoniste, le cyanopindolol [325]. La principale
différence entre le récepteur β2 adrénergique et le β1 réside dans la présence d’une
courte hélice dans la boucle ICL2.
2.1.3.3 Le récepteur adénosine A2A
La structure du récepteur A2A, à 2,8 Å, a été déterminée en 2008, et ce, en
complexe avec un antagoniste, le ZM–241385 [135]. La stratégie utilisée est la même
que celle ayant servi pour la première structure du récepteur β2 adrénergique. Le
récepteur A2A a en effet été fusionné avec le lysozyme T4 et a été tronqué en C–ter.
La comparaison entre les différentes structures de GPCR montre que le récepteur
A2A, contrairement aux autres (rhodopsine, β2, β1) ne présente pas de structure
secondaire au niveau de la boucle ECL2. De plus, le récepteur possède trois ponts
disulfure entre ECL1 et ECL2 et un quatrième au sein de la boucle ECL3 qui joue
un rôle dans l’exposition au solvant du site de liaison.
2.2 Voies de signalisation
2.2.1 Les protéines G
Les protéines G hétérotrimériques constituent un des principaux modes de trans-
duction du signal des GPCR. Elles sont constituées de trois sous–unités : la sous–
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Figure 2.7 – Structures connues de GPCR [110]. Les régions transmembranaires
sont représentées en bleu clair, les régions intracellulaires en bleu foncé, les lipides
en jaune, les régions extracellulaires en marron et les ligands en orange.
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unité α, qui possède un domaine GTPase, la sous–unité β et la sous–unité γ.
Lorsqu’un GPCR est activé par un ligand, un changement de conformation se
produit au niveau de la sous–unité α qui engendre un échange de GDP par GTP (fig.
2.8). Cela aboutit à la dissociation de la sous–unité α des sous–unités βγ. Chaque
protéine est alors capable d’activer ou inhiber des effecteurs intracellulaires ou mem-
branaires. Suivant le type d’effecteur, différentes réponses sont induites à l’échelle
de la cellule. Par la suite, la sous–unité α lie un GTP qu’elle hydrolyse grâce à son
activité GTPase permettant ainsi la réassociation avec βγ et un retour à l’état 1. Il
est supposé qu’un seul GPCR est capable d’activer plusieurs protéines G apportant
de cette manière une amplification du signal. De plus, une grande quantité de messa-
gers secondaires (AMPc, IP3. . . ) est produite par les effecteurs amplifiant d’autant
plus le phénomène.
La spécificité des réponses ainsi engendrées, suivant le GPCR activé, découle en
partie de la diversité des protéines G, tant au niveau de la sous–unité α qu’au niveau
de β ou γ.
Certaines protéines peuvent interférer avec le cycle des protéines G. Il s’agit des
protéines RGS (Regulators of G protein Signaling) et AGS (Activators of G protein
Signaling) qui régulent l’activation des protéines G hétérotrimériques (fig. 2.8). Les
protéines RGS ont pour propriété d’augmenter l’activité GTPase des sous–unités Gαi
et/ou Gαq. Ceci a pour conséquence d’abolir toute voie de signalisation résultant de
l’activation de la sous–unité α. Les protéines AGS jouent différents rôles suivant la
classe à laquelle elles appartiennent :
– Groupe I : la protéine identifiée faisant partie de ce groupe est AGS1 et fa-
cilite l’échange GDP/GTP en se liant à α. Ceci permet d’activer les voies de
signalisation déclenchées par cette sous–unité.
– Groupe II : Ces protéines stabilisent l’état α–GDP et semblent augmenter le
taux de βγ libres dans le cytoplasme.
– Groupe III : Ce groupe est connu pour se lier aux sous–unités βγ.
2.2.1.1 La sous–unité α
Il existe 21 sous–types de sous–unités Gα qui sont codés par 16 gènes différents
(tab. 2.2). Leurs masses moléculaires varient de 39 à 46 kDa environ. Cette sous–
unité est composée d’un domaine GTPase et un domaine hélicoïdal (fig. 2.9) [163].
Les six hélices de ce domaine recouvrent, à la façon d’un couvercle, la poche de liaison
des nucléotides. Toutes les sous–unités α, à l’exception de Gαt, sont palmytoylées en
N–ter au niveau d’une cystéine (modification réversible). En outre, les protéines Gαi
sont myristoylées (modification irréversible) en N–ter. Ces propriétés permettent la
régulation de la localisation intracellulaire et également de l’interaction protéine–
protéine [284]. Il existe quatre types de protéines Gα (tab.2.2) :
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Figure 2.8 – Le cycle fonctionnel des protéines G. En absence d’activation par les
GPCR, les protéines G forment un complexe hétérotrimérique, la sous–unité α étant
liée au GDP (état 1). La stimulation d’un GPCR entraîne l’échange de GDP par
GTP (état 2 puis 3). Les sous–unités interagissent alors avec différents effecteurs
(état 3). La sous–unité α hydrolyse le GTP en GDP et s’associe à nouveau avec les
sous–unités βγ (état 1).
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Figure 2.9 – Structure des protéines G hétérotrimériques. La sous–unité α est sym-
bolisée en orange, β en vert et γ en rouge [163]. Les parties entourées (N–ter et C–ter
de α) sont impliquées dans l’interaction avec le récepteur. Code PDB : 1GOT.
– Gαs : Il contient plusieurs sous–types de protéines Gαs et la Gαolf qui est cou-
plée aux récepteurs olfactifs. Ces sous–unités sont capables de stimuler l’adény-
late cyclase provoquant ainsi l’augmentation du taux d’AMPc. L’AMPc active
ensuite une enzyme, la PKA, qui régule l’activité d’autres protéines en les
phosphorylant.
– Gαi/o : Trois protéines Gαi, deux Gαt, deux Gαo, une Gαz et une Gαgus
appartiennent à ce type. Elles sont capables, entre autres, d’inhiber l’adénylate
cyclase ou les canaux Ca2+ voltage dépendants. Elles peuvent de plus activer
des canaux Cl−, K+ ou encore la GMPc phosphodiesterase. . .
– Gαq : Il existe cinq sous–types de protéines Gαq qui activent tous la phos-
pholipase C. Cette enzyme hydrolyse le PIP2 présent à la membrane en diacyl
glycérol (DAG) et IP3. Ce dernier déclenche alors l’augmentation de [Ca2+]
intracellulaire. Le DAG, quant à lui, active la PKC.
– Gα12,13 : Les protéines Gα12,13 activent, quant à elles, la phospholipase A2,
des canaux Ca2+ de type L et la kinase c–Jun.
2.2.1.2 Les sous–unités βγ
Les sous–unités βγ, contrairement aux sous–unités α, ne présentent pas d’activité
catalytique. Elles sont en revanche capables d’interagir avec de nombreux effecteurs
(tab. 2.3) et participent ainsi à la transduction du signal. Les sous–unités β sont au
nombre de six tandis que le type γ compte 12 membres. Elles sont respectivement
codées par cinq et douze gènes différents [128]. Leurs masses moléculaires sont com-
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Type Sous–type Effecteurs
αS αSL1,αSL2,αSS1,αSS2,αOlf Adénylate cyclase(+)
αi/o
αi1, αi2, αi3,
Adénylate cyclase (-), Canaux Cl – et K+
(+), Phospholipases C et A2 (+)
αt1, αt2, αGus GMPc Phosphodiesterase (+)
αo1, αo2,
Canaux Ca 2+ voltage dépendants (-),
canaux K+ (+)
αz Adénylate cyclase (-)
αq,11 αq,α11,α14,α15,α16 Phospholipase C (+)
α12,13 α12,α13
Phospholipase A2 (+), c–Jun Kinase (+),
Canaux Ca 2+ (L) (+)
Table 2.2 – Sous–unités des protéines Gα et leurs effecteurs. (+) : activation de
l’effecteur, (-) : inhibition.
Type Sous–type Effecteurs
β β1 à β6 Phospholipases C et A2 (+)
γ γ1 à γ12
Adénylates cyclases I (-), II et IV (+),
GIRK (+), Canaux Ca 2+ (N,P,Q) (-),
MAPK(+), Canaux Na+, c–Jun kinase
(+), PI3 kinase (+), PKC et PKD (+)
Table 2.3 – Sous–unités des protéines βγ et leurs effecteurs. (+) : activation de
l’effecteur, (-) : inhibition.
prises entre 35 et 37 kDa (β) et 6 et 8 kDa (γ). La structure du complexe βγ a été
determinée en 1996 par Sondek et al. [286]. Ainsi, il a été montré que la sous–unité
β présente un domaine "β–propeller" et γ interagit avec β par l’intermédiaire de sa
partie N–ter qui forme un "coiled coil" (fig.2.9). βγ sont associées à α au niveau
d’une poche hydrophobe présente dans cette dernière lorsqu’elle est liée au GDP. De
plus, il semblerait que, lors de la dissociation α/βγ, les sous–unités βγ ne changent
pas de conformation [286, 323]. Dans cette optique, la séparation des protéines G
aurait pour rôle de rendre accessible certaines zones de βγ à certains partenaires
d’interaction.
L’adressage membranaire de βγ serait possible suite à l’association avec α. En
effet, la prénylation de γ en C–ter n’est pas suffisante pour permettre à βγ d’interagir
avec la membrane plasmique [300]. Le tableau 2.3 recense les principaux effecteurs
de ces protéines.
2.2.2 La signalisation indépendante des protéines G
Les protéines G hétérotrimériques ne sont pas les seuls acteurs de la transduction
du signal. La fin des années 90 a vu émerger de nombreux partenaires d’interaction
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Figure 2.10 – Voies de signalisation des GPCR. Les GPCR peuvent être activés par
différents types de ligands (sphère verte). Cette activation catalyse l’échange de GDP
par GTP au niveau de la sous–unité α. Cet évènement est suivi par la dissociation des
sous–unités α et βγ qui déclenchent ensuite des voies de signalisation intracellulaires
spécifiques. Ces cascades aboutissent, en général, à la régulation de l’expression de
certains gènes permettant ainsi une réponse à l’échelle cellulaire.
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des GPCR ayant un rôle tout aussi important dans la transmission de l’information
que les protéines G hétérotrimériques. Quelques partenaires sont décrits ci–dessous.
2.2.2.1 Les β–arrestines
Suite à l’activation par un ligand, un GPCR est phosphorylé par une GPCR
kinase (GRK, fig. 2.11). Cette phosphorylation permet aux β–arrestines d’interagir
avec le GPCR. Ce phénomène éteint alors toute communication avec les protéines
G [168]. La désensibilisation est alors engrangée, le récepteur n’est plus capable de
communiquer avec les protéines G et est ensuite internalisé par l’intermédiaire des
puits de clathrine (cf. section 2.3.5).
Mise à part cette fonction de désensibilisation des GPCR, la β–arrestine pos-
sède un autre rôle. En effet, elle détourne le GPCR des protéines G pour pouvoir
parvenir à ses fins qui consistent en l’activation de certaines voies de signalisation
intracellulaires. Ainsi, une de ces voies a été identifiée en utilisant le récepteur β2
adrénergique [181]. Il s’agit de la voie Mitogen Activated Protein (MAP) Kinase qui
nécessite l’activation de la famille Src des tyrosine kinases pour être enclenchée. La
microscopie confocale et la co–immunoprécipitation ont été utilisées pour montrer
que, suite à la liaison de l’agoniste du récepteur β2 adrénergique, Src, la β–arrestine
1 et le récepteur se trouvaient localisés au même endroit. Il a ainsi pu être déter-
miné que la β–arrestine 1 jouait un rôle d’adaptateur pour Src. Une fois le complexe
protéique formé, il est délocalisé au niveau des puits de clathrine. C’est uniquement
dans ces conditions que l’activation de la voie de signalisation MAP kinase (ERK) est
possible. Cette propriété de la β–arrestine a également été montrée avec le récepteur
de type I à l’angiotensine II et CXCR4 [308, 292]. D’autres partenaires d’interaction
de la β–arrestine ont été identifiés tels que la kinase C–Jun N–ter [192].
2.2.2.2 Les protéines Homer
La protéine Homer 1a fut identifiée par Brakeman et al. au cours d’une étude
sur les protéines et les molécules impliquées dans la plasticité neuronale [40]. Il s’agit
d’une protéine d’environ 180 acides aminés qui contient un domaine EVH (Ena Vasp
Homology 1) au niveau de son extrémité N–terminale. Les méthodes de double–
hybride et de co–immunoprécipitation ont permis d’identifier le récepteur glutamate
mGluR5 comme étant l’un de ses partenaires d’interaction (motif PPxxF). L’homo-
logie de séquence entre mGluR5 et mGluR1 a mené à la conclusion que ce dernier
interagissait aussi avec Homer. Il existe plusieurs protéines Homer : Homer 1a, qui ne
possède pas de région "coiled coil" tandis que Homer 1b, c, 2 et 3 en présentent une.
Homer 1a joue le rôle de dominant négatif en interagissant avec mGluR5 et mGluR1.
En effet, il bloque ainsi l’accès à Homer 1b, c, 2 ou 3 et empêche la communication
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Figure 2.11 – Mode d’action de la β–arrestine. (1) Le ligand se fixe sur le GPCR et
l’active. (2) Une GPCR kinase (GRK) phosphoryle le récepteur. (3) La β–arrestine
est alors capable de se lier au GPCR et amène le complexe protéique au niveau des
puits de clathrine. La β–arrestine peut déclencher différentes voies de signalisation.
Le GPCR est ensuite soit recyclé, soit dégradé.
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Figure 2.12 – Interaction entre le récepteur glutamate métabotropique et les pro-
téines Homer.
entre les mGluR et le récepteur de l’IP3 (RIP3) et/ou de la ryanodine (RRy) [312]
(fig. 2.12). Ainsi, mGluR1 et 5 sont capables d’influencer le relargage de calcium
intracellulaire via les récepteurs de la ryanodine et de l’IP3. Homer 1a assure, dans
ce système, la modulation de la libération du Ca2+ intracellulaire.
2.2.2.3 JAK–STAT
L’activation directe de cette voie de signalisation a tout d’abord été mise en évi-
dence avec les récepteurs des cytokines. Le mécanisme est le suivant : lorsqu’un ligand
se lie sur les récepteurs des cytokines, ces derniers dimérisent, sont phosphorylés et
capables d’interagir avec des kinases de la famille Janus (JAK). Une phosphoryla-
tion croisée a lieu entre deux JAK qui phosphorylent alors les récepteurs. Les STAT
(Signal Transducers and Activators of Transcription) peuvent alors s’assembler au
complexe Récepteur/JAK et sont phosphorylés par les JAK. S’ensuit une dissociation
de l’assemblage multiprotéique, STAT pouvant alors être transloqué vers le noyau
[263]. Un phénomène semblable a ensuite été observé avec certains GPCR et plus
précisément avec le récepteur 5HT2A et le récepteur de type 1 à l’angiotensine II
[186], [8]. L’étude de l’activation de la voie JAK–STAT par 5HT2A a été menée sur
des cellules de muscle squelettique de rat, et a permis de mettre en évidence la for-
mation d’un complexe 5HT2A/JAK2/STAT3 [103]. Une fois STAT3 phosphorylé par
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Figure 2.13 – Activation de la voie JAK–STAT indépendante des protéines G par
les GPCR. (1) Le GPCR est activé par son ligand et phosphorylé par une GRK. (2)
JAK peut alors interagir avec le récepteur et s’auto–phosphoryle. (3) Ce phénomène
permet à STAT de s’ajouter au complexe et d’être par conséquent phosphorylé par
JAK. (4) Le complexe se dissocie et STAT peut alors atteindre le noyau où il se lie
à l’ADN et engendre la transcription de certains gènes.
JAK2, celui–ci induit l’expression de certains gènes aboutissant à la différenciation
myogénique (fig.2.13). Le même mode opératoire a été observé avec le récepteur de
type 1 de l’angiotensine II [186].
2.2.2.4 Régulation de l’activité de l’échangeur de Na+/H+
L’échangeur Na+/H+ (NHE), qui régule le pH et le volume des cellules chez les
mammifères, est inhibé par la protéine NHERF (Na+/H+ Exchanger Regulatory Fac-
tor). NHERF possède un domaine PDZ qui a été identifié comme interagissant avec
la partie C–terminale du récepteur β2 adrénergique au niveau du motif [DS/TxL]
[106, 107]. Lorsque le récepteur est activé par son ligand, ce motif devient accessible
à NHERF et entre en compétition avec le site de liaison présent sur l’échangeur
Na+/H+ (fig.2.14). L’inhibition provoquée par NHERF est alors levée et le trans-
port de Na+ et H+ peut avoir lieu. De plus, il est connu que NHERF est capable
d’empêcher le fonctionnement de l’échangeur par l’intermédiaire d’un mécanisme
PKA–dépendant. Le récepteur β2 adrénergique étant couplé en majeure partie aux
protéines Gαs, sa stimulation entraîne l’activation de la PKA. Ceci devrait diminuer
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Figure 2.14 – Régulation de l’échangeur de Na+/H+ (NHE) par le récepteur β2
adrénergique. (1) En absence d’activation du ligand, NHERF inhibe NHE. (2) La
fixation du ligand sur le récepteur améliore l’accessibilité du motif DS/TxL présent
en C–ter. Celui–ci est alors capable d’interagir avec NHERF, par l’intermédiaire de
son domaine PDZ.
l’échange de Na+/H+, mais c’est en fait l’effet inverse qui prédomine.
2.2.3 Réponses induites à l’échelle cellulaire
Toutes ces cascades de signalisation intracellulaires, qu’elles fassent intervenir
les protéines G ou non, induisent diverses réponses à l’échelle de la cellule. Ainsi,
l’activation des voies MAP kinases aboutissent à la prolifération, la différentiation,
le développement ou encore à l’apoptose. . . La fixation d’un ligand sur un GPCR
peut également provoquer la modification de la forme de la cellule, l’altération de
l’adhésion ou encore la migration des cellules. C’est le cas, par exemple, du récepteur
CXCR4 qui est couplé aux protéines Gαi/o. Lorsqu’il est stimulé par SDF–1, il se
produit l’activation d’une part, des petites protéines G Rho [303] et, d’autre part de
la PI3K [60]. S’ensuit alors la modulation du cytosquelette d’actine [303, 57].
En outre, certains récepteurs couplés Gαq sont capables de réguler la libération
du Ca2+ intracellulaire. En effet, cette voie active la phospholipase C, qui hydrolyse
le PIP2 en IP3 et DAG. L’IP3 se lie alors à des récepteurs se trouvant au niveau de
la membrane du réticulum sarcoplasmique libérant ainsi le Ca2+.
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2.3 Régulation de l’expression et de l’activité des GPCR
2.3.1 Adressage membranaire
Avant d’arriver à la membrane plasmique, un GPCR doit être acheminé par plu-
sieurs organites : le réticulum endoplasmique (RE), le compartiment intermédiaire
du Golgi puis l’appareil de Golgi. A chacune de ces étapes, qui peuvent être repré-
sentées par des portes, le récepteur se doit de posséder les bonnes clés lui permettant
d’avancer dans son périple jusqu’à la membrane.
2.3.1.1 Domaines et motifs impliqués dans l’adressage membranaire
Partie C–terminale Plusieurs séquences, localisées dans la partie C–terminale,
ont été identifiées comme étant impliquées dans l’adressage membranaire. Parmi
elles, on compte les motifs dileucine dont E(X)3LL qui joue un rôle dans l’expression
membranaire du récepteur à la vasopressine V2R [268] et DSLL qui intervient dans le
recyclage du récepteur β2 adrénergique [88]. Le récepteur dopaminergique D1 possède
un motif F(X)3F(X)3F qui est nécessaire à son adressage membranaire [31]. En outre,
F(X)6LL possède une certaine importance pour l’expression des récepteurs suivants :
α2B adrénergique, β2 adrénergique, α1B adrénergique et ATR1 [77, 72].
Partie N–terminale Suivant les GPCR, la délétion du domaine N–terminal peut
avoir deux effets opposés : une diminution ou une augmentation de l’expression de
surface. Ainsi, la suppression en N–ter d’une séquence d’acides aminés dans le cas
des récepteurs α1D adrénergique et cannabinoïde 1 entraîne une amélioration de leur
adressage [240, 10] et ce probablement en facilitant la translocation de ces récepteurs
au niveau du RE.
2.3.1.2 Chaperonnes
L’interaction entre les protéines chaperonnes et les GPCR est capitale dans le
cadre du contrôle qualité qui a lieu au niveau du RE. Trois protéines principales ont
été identifiées comme assurant ce rôle : la calnexine, la calreticuline et BiP. Elles
sont responsables du repliement correct des protéines nouvellement synthétisées et
empêchent les récepteurs mal repliés d’atteindre la membrane.
2.3.2 Oligomérisation
2.3.2.1 Rôle dans l’adressage membranaire
L’influence de l’oligomérisation sur la présence d’un récepteur à la membrane
plasmique peut prendre plusieurs formes. Dans certains cas, l’association de GPCR
différents est nécessaire pour leur permettre d’atteindre la membrane tandis que,
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dans d’autres cas, cette association aboutit à la régulation de l’internalisation des
récepteurs.
Un exemple du premier cas de figure est celui des récepteurs GABA (famille
Glutamate/C). En effet, lorsque GABAbR1 est exprimé seul dans un système hété-
rologue, la réponse à l’agoniste est supprimée, fait attestant de l’absence du récepteur
à la membrane [328]. GABAbR1 est en fait bloqué dans un compartiment intracellu-
laire. Afin de pallier ce défaut d’expression, la co–expression avec un second GPCR,
GABAbR2 est nécessaire [183]. Il a été montré que les deux récepteurs interagis-
saient, entre autres, via leur partie C–terminale (méthode de double hybride) per-
mettant ainsi de restaurer l’adressage membranaire et la réponse à l’agoniste [329],
[184]. Des expériences de co–immunoprécipitation sur des extraits de cerveau ont
permis de montrer l’existence de ces complexes in vivo [199]. L’hétérodimérisation
de GABAbR1 et GABAbR2 est donc essentielle à la localisation membranaire de ces
GPCR. Un autre exemple illustrant l’influence de l’oligomérisation des GPCR est
celui des récepteurs du goût (TR). Il est nécessaire de co–exprimer T1R2 et T1R3
ou T1R1 et T1R3 pour pouvoir assurer l’adressage membranaire et observer des
réponses à l’application d’acides aminés lévogyres [215, 342].
L’étude de la co–expression et de l’association de plusieurs récepteurs a permis
de mettre en évidence le fait que l’oligomérisation pouvait être à l’origine de la
régulation de l’internalisation de GPCR. Ainsi, le récepteur β2 adrénergique et le
récepteur δ–opioïde, qui sont tous deux présents dans le muscle cardiaque [332],
régulent de façon croisée leur internalisation. En effet, l’ajout d’etorphine (agoniste
du δ–opioïde) provoque l’internalisation concentration–dépendante du récepteur β2
adrénergique et inversement [144].
2.3.2.2 Rôle dans la transduction du signal
Les homo/hétérodimères de GPCR auraient des propriétés pharmacologiques
différentes de celles des monomères. En effet, il a pu être observé des modifica-
tions de la pharmacologie d’un ligand ou encore de la nature des signaux engen-
drés. . . L’hétérodimérisation peut induire un changement de spécificité du couplage
aux protéines G. Ainsi, la co–expression des récepteurs D1 et D2, respectivement
couplés Gαs et Gαi, entraîne l’activation de la voie Gαq lorsqu’ils sont stimulés
[166]. En effet, l’utilisation d’inhibiteurs de PKA, de PKC ou l’application de toxine
pertussique n’ont aucun effet sur la signalisation calcique alors qu’un inhibiteur de
PLC l’abolit. La co–immunoprécipitation et la microscopie confocale ont démontré
que les deux GPCR formaient un complexe dans les cellules extraites de cerveau de
rat et dans des systèmes d’expression hétérologue. Les récepteurs µ et δ opioïdes sont
également un exemple de ce type de phénomène. Ils sont séparément couplés Gαi/o
et leur association déplace le couplage vers Gαz [89, 91].
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2.3.3 Désensibilisation
Pour un même GPCR, il existe deux voies de désensibilisation : l’une résultant de
l’activation d’un GPCR par un ligand et l’autre de l’activation d’un autre récepteur
dans la même cellule.
2.3.3.1 Désensibilisation homologue
La désensibilisation dite homologue d’un GPCR est le résultat de son activation
par un ligand (agoniste). Cette activation entraîne un changement de conformation
qui permet à une enzyme, la GRK d’interagir avec le récepteur. Les GRK sont
des Ser/Thr kinases qui possèdent plusieurs sites de phosphorylation au niveau des
boucles intracellulaires (ICL2 et ICL3) et de la partie C–terminale du GPCR. La
mise en évidence d’un tel mécanisme a été menée, dans un premier temps avec la
rhodopsine puis avec le récepteur β2 adrénergique. Il existe six GRK : GRK1 (kinase
de la rhodopsine), GRK2 (β2 adrénergique, 1), GRK3 (β2 adrénergique, 2), GRK4,
GRK5 et GRK6. Ces kinases, à part GRK1 et GRK4 sont exprimées de manière
très étendue. Leur domaine catalytique se situe au centre de la protéine et comprend
environ 260 acides aminés. En outre, elles présentent une partie N–terminale qui
joue un rôle crucial dans la reconnaissance des GPCR (domaine RGS). Les GRK
sont caractérisées par trois attributs [235] :
– Elles reconnaissent spécifiquement le complexe GPCR–agoniste et pas le GPCR
inactif ou couplé à un antagoniste.
– Elles sont suractivées par l’interaction avec le complexe GPCR–agoniste.
– L’action de ces enzymes nécessite des protéines partenaires permettant leur
adressage à la membrane et aux récepteurs.
La phosphorylation par les GRK engendre alors la liaison de l’arrestine au niveau
de la partie intracellulaire du récepteur. Cet évènement est à l’origine du découplage
puisqu’il bloque l’accès de la sous–unité α [82].
2.3.3.2 Désensibilisation hétérologue
La désensibilisation hétérologue est beaucoup moins sélective que la désensibi-
lisation homologue. Ce mécanisme fait appel à des kinases (PKA, PKC) qui sont
activées par les messagers secondaires. Ces enzymes phosphorylent tous les récep-
teurs présents à la membrane sans discriminer l’état actif de l’état inactif. Ainsi,
dans une cellule, un récepteur peut être activé par son ligand et entraîner la désensi-
bilisation d’un autre GPCR présent dans cette même cellule. Tout comme les GRK,
la PKA et la PKC catalysent la phosphorylation des résidus Ser/Thr qui se situent
au niveau des boucles intracellulaires et de la partie carboxy–terminale. Le mode
opératoire est semblable à celui des GRK : la présence des groupements phosphate
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recrute les arrestines qui empêchent la communication entre le GPCR et les protéines
G hétérotrimériques.
2.3.4 Régulation négative
Le phénomène de régulation négative a lieu en réponse à une exposition prolongée
à un ligand. Cela permet de prévenir les effets toxiques induits par une suractivation
des récepteurs [311]. La régulation négative se traduit par une diminution de la
densité de récepteurs à la membrane et revêt différents aspects :
– Une altération de l’activité transcriptionnelle ou traductionnelle.
– Une modification à la hausse de la dégradation des GPCR.
De plus, ce phénomène présente une cinétique plus lente (plusieurs heures) que la
désensibilisation [113].
2.3.5 Internalisation
L’internalisation des GPCR suite à leur activation a pour but de réguler de ma-
nière fine la signalisation. Le mécanisme d’internalisation le plus courant est celui
réalisé par l’intermédiaire des puits de clathrine. A l’issue de ce phénomène, le récep-
teur est soit dephosphorylé puis restitué à la membrane plasmique, soit internalisé
dans le lysosome pour y être dégradé.
Suite à la stimulation d’un GPCR par un ligand, la liaison de l’arrestine, outre
son rôle dans la signalisation indépendante des protéines G (cf. section 2.2.2.1), est
capable d’entraîner l’internalisation du GPCR et ce, en association avec d’autres pro-
téines telles que la clathrine. Cette dernière est une protéine composée de trois chaînes
lourdes et trois chaînes légères qui est impliquée dans la formation des vésicules. La
co–localisation du récepteur β2 adrénergique, de la clathrine et de l’arrestine 2 a été
mise en évidence en 1996 par Goodman et al. [92]. Aucun site d’interaction direct
entre les GPCR et la clathrine n’a été identifié jusqu’à présent. En revanche, il a été
démontré que l’arrestine et la clathrine pouvaient interagir entre–elles et également
avec une troisième protéine : AP–2 ("Adaptator Protein 2") [164]. La protéine AP–2
permet non seulement l’assemblage à la membrane des molécules de clathrine mais
facilite aussi le recrutement de protéines accessoires au niveau des puits du même
nom [252]. Ainsi, l’arrestine, qui est capable de lier un GPCR activé et phosphorylé
par la GRK, joue le rôle d’adaptateur entre le récepteur et les acteurs de l’interna-
lisation (clathrine et AP–2). La formation de ce complexe aboutit à la migration du
GPCR vers les puits de clathrine. Se forment alors les vésicules de clathrine qui sont
détachées de la membrane par une GTPase, la dynamine (fig. 2.15).
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Figure 2.15 – Internalisation des GPCR par la voie des clathrines. (1) Le GPCR
est activé par son ligand.(2) La GRK phosphoryle le récepteur. (3) La β arrestine
interagit avec le GPCR et recrute AP–2 et des molécules de clathrine. (4) Le GPCR
est re–localisé au niveau des puits de clathrine où se forme alors une vésicule. (5)
La vésicule est libérée sous l’action de la dynamine et le récepteur est ensuite soit
recyclé soit dégradé dans le lysosome.
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2.4 Les GPCR, cibles pharmaceutiques de choix
2.4.1 Pathologies associées
Comme cela a été exposé au cours des sections précédentes, les GPCR, chez un
sujet sain, sont au centre d’un grand nombre de processus physiologiques. Ainsi, le
moindre dysfonctionnement, dû à des mutations, peut être à l’origine de certaines
pathologies. A l’heure actuelle, on dénombre plus de trente pathologies associées à des
mutations de GPCR [267]. L’effet d’une mutation sur un GPCR peut se manifester
à différentes étapes de sa vie :
– Au niveau chromosomique (délétion d’un gène ou mutation au niveau d’un
promoteur).
– Altération de la transcription (ARNm instable, mutation non–sens ou faux–
sens).
– Défaut d’adressage (mauvais repliement de la protéine, ne passe pas le contrôle
qualité du RE).
– Modification de la signalisation (moindre affinité pour le ligand, activité consti-
tutive accrue).
Lorsqu’un mutant de GPCR a franchi les trois premières étapes, la mutation peut se
traduire de deux manières différentes : soit une perte de fonction du récepteur, soit
un gain de fonction. En général, les maladies associées à la perte de fonction sont
héréditaires et récessives tandis que les mutations gain de fonction se manifestent au
cours de la vie (hérédité très rare à cause du taux de survie faible). A titre d’exemple,
la rétinite pigmentaire, maladie visuelle, résulte d’une centaine de mutations perte
de fonction au niveau de la rhodopsine. En revanche, une mutation gain de fonction
au niveau du même récepteur a pour conséquence la cécité nocturne congénitale. De
plus, il a été montré qu’une mutation perte de fonction du récepteur de la vasopressine
(AVPR2 est à l’origine du diabète insipide lié au chromosome X. En effet, AVPR2 est
exprimé dans le rein et son insensibilité à la vasopressine aboutit à une diminution de
la concentration des urines ce qui entraîne des risques de déshydratation. En outre,
certaines mutations gain de fonction ont été identifiées comme étant à l’origine de
carcinomes ou de tumeurs malignes (cf. tableau 2.4).
2.4.2 Médicaments
Comme le montre la section précédente, les dysfonctionnements liés aux GPCR
sont la source d’un grand nombre de pathologies. C’est une des raisons pour laquelle
le budget des médicaments prescrits ciblant ces récepteurs représente 60% de celui
de tous les médicaments [267]. En considérant la diversité de localisation et de fonc-
tion des GPCR, il est logique que les effets de ces molécules thérapeutiques soient
assez variés. En effet, parmi ces médicaments, on trouve des anti–psychotiques, des
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Mutations gain de fonction
Rhodopsine Cécité nocturne stationnaire congénitale
Thyrotropine Hyperthyroïdie, carcinome thyroïdien
Follitropine Syndrome d’hyperstimulation ovarienne
Lutropine Puberté précoce limitée
Mutations perte de fonction
Rhodopsine Rétinite pigmentaire
Angiotensine (AT2) Retard mental lié au chromosome X
Vasopressin (V2) Diabète insipide
Melanocortine (MC4) Obésité
Table 2.4 – Pathologies associées à des mutations gain de fonction ou perte de
fonction, d’après Schöneberg et al. [267].
β–bloquants, des anti–histaminiques, des traitements contre l’obésité, des analgé-
siques. . . En 2005, environ 30% des médicaments approuvés par la "Food and Drug
Administration" (FDA) étaient destinés à agir sur les GPCR [229]. Ces cibles consti-
tuent donc un enjeu tant thérapeutique que financier pour l’industrie pharmaceu-
tique.
2.5 GPCR étudiés
2.5.1 Récepteur β2 adrénergique
Le récepteur β2 adrénergique est majoritairement couplé Gαs. Cependant, après
activation, la spécificité du couplage peut être déplacée vers Gαi sous l’influence
d’un mécanisme PKA dépendant [61]. Le GPCR humain contient 413 acides aminés.
Le récepteur β2 adrénergique de hamster fut cloné en 1986 [71]. Il est activé par
des molécules naturelles telles que l’adrénaline ou la noradrénaline. En outre, de
nombreuses molécules synthétiques ciblent ce récepteur dans un but thérapeutique
(ex : timolol pour le traitement du glaucome).
Etant couplé Gαs, son activation engendre la stimulation de l’adénylyl cyclase. Le
taux d’AMPc intracellulaire augmente alors, ce qui a pour conséquence l’activation
de la PKA. Cette kinase phosphoryle différentes protéines assurant la propagation
de la signalisation intracellulaire. Chez l’Homme, le récepteur est exprimé dans de
nombreux organes tels que les poumons, les reins, le foie, les yeux, le cœur. . . De
par son omniprésence dans l’organisme, le récepteur β2 adrénergique présente des
fonctions très diversifiées. En effet, il est impliqué dans la régulation du rythme car-
diaque (augmentation), de la tension oculaire (flux et production d’humeur aqueuse),
la relaxation utérine, la diminution de la tension artérielle (hypotension), la bron-
chodilation. . . Certaines de ces actions sont dues au fait que l’activation du récepteur
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β2 adrénergique entraîne la relaxation des muscles lisses.
2.5.2 Récepteur dopaminergique D3
Le récepteur dopaminergique D3 (D3) est couplé aux protéines Gαi/o. Chez
l’Homme, il comprend 400 acides aminés. Il fut cloné pour la première fois en 1990
[285]. Son activation par la dopamine entraîne la stimulation des voies de signalisa-
tion classiques des récepteurs couplés Gαi (activation des canaux Kir3.x, de la voie
MAP kinase, inhibition de l’adénylate cyclase). Il existe deux isoformes de D3 (D3L :
forme longue, D3S : forme courte), obtenues par épissage alternatif au niveau de la
boucle ICL3 [83]. D3 est majoritairement exprimé dans le système nerveux central
et plus particulièrement au niveau du nucleus accumbens. D’un point de vue physio-
logique, D3 est impliqué dans certaines fonctions cognitives telles que l’émotion et la
kinésie. Ce rôle en fait, en cas de dysfonctionnement (sur–expression, diminution de
la libération de dopamine), un acteur central de certains troubles neuropsychiatriques
(schizophrénie) ou neurologiques (maladie de Parkinson) [145]. A titre d’exemple, la
recherche de médicaments contre la schizophrénie s’oriente vers la découverte d’an-
tagonistes qui se lient préférentiellement à D3 [146].
2.5.3 Récepteur cannabinoïde 1
Le récepteur cannabinoïde 1 (CB1), cloné en 1990 [190], est exprimé dans le sys-
tème nerveux central (cortex cérébral, hippocampe, hypothalamus. . . ) mais égale-
ment au niveau des terminaisons nerveuses sympathiques, des tissus adipeux. . . CB1
est principalement couplé aux protéines Gαi. Il a en outre été démontré que, suivant
la nature de l’agoniste utilisé, le couplage aux protéines G pouvait varier (au sein du
sous–type Gαi) [210]. Lorsqu’il est activé par des composés cannabinoïdes endogènes
(anandamide, 2–arachidonyl glycérol) ou exogènes (∆–9–tetrahydrocannabinol), cela
provoque une inhibition de l’adénylate cyclase, des canaux Ca2+ voltage–dépendants,
une activation des canaux Kir3.x ainsi que des voies MAP kinases.
Les conséquences physiologiques de son activation fluctuent suivant les tissus dans
lesquels il est exprimé. En effet, sa présence au niveau de l’hippocampe lui assigne
un rôle important dans le processus d’apprentissage et de mémorisation [87]. Dans
l’hypothalamus, CB1 est responsable de la régulation de la prise de nourriture car
la sécrétion de composés cannabinoïdes endogènes en période de jeûne entraîne une
augmentation de l’appétit et a également un effet anti–émétique. De plus, l’activation
de CB1 dans le foie, les adipocytes et les cellules endocrines du pancréas promeut la
lipogénèse, le stockage des lipides et la sécrétion d’insuline [320]. Son implication dans
ces phénomènes en a fait une cible thérapeutique pour le traitement de l’obésité. En
effet, plusieurs médicaments comme le Rimonabant (agoniste inverse) ont été mis
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sur le marché puis retirés de la vente à cause des effets secondaires (notamment
psychiatriques). Le fait que CB1 soit exprimé dans une multitude d’organes est à
l’origine de ce phénomène.
2.5.4 Rhodopsine
La rhodopsine, avec le récepteur β2 adrénergique, représente l’un des GPCR les
plus étudiés. Elle est exprimée dans les cellules qui tapissent la rétine appelées bâ-
tonnets qui sont responsables de la vision en faible luminosité. Elle constitue environ
90% des protéines totales de ces cellules. Cette propriété en fait une protéine qui
peut être purifiée de manière relativement aisée à partir de tissus natifs et témoigne
de sa stabilité. Elle fut clonée en 1982 [228]. La rhodopsine est couplée à un type
de protéine G qui est uniquement exprimé dans les cellules visuelles : la transducine
(Gαt). Dans l’obscurité, la rhodopsine est liée de manière covalente au retinal 11–cis
qui forme une base de Schiff avec la Lys296. Les bâtonnets sont alors dépolarisés
à cause de l’ouverture de canaux cationiques activés par les nucléotides cycliques
(CNGC, cyclic nucleotide gated channels). Lorsqu’un photon entre en contact avec
le photorécepteur, cela induit la photo–isomérisation du retinal 11–cis en rétinal
tout–trans. Par la suite, des changements de conformation au niveau du récepteur se
produisent et induisent l’activation de la transducine. Cette dernière active à son tour
la GMPc phosphodiesterase (PDE) qui entraîne une diminution du taux de GMPc
intracellulaire. Cela a pour conséquence d’inhiber les canaux CNG ce qui provoque
une hyperpolarisation de la cellule.
De part son rôle dans le processus visuel, certaines mutations au niveau de la
rhodopsine sont à l’origine de maladies affectant la vision, telles que la rétinite pig-
mentaire ou la cécité nocturne.
2.5.5 Récepteur des CC–chimiokines 2
Le récepteur des CC–chimiokines 2 (CCR2) est impliqué dans la réponse immu-
nitaire. Il est exprimé par les monocytes et environ 15 % des lymphocytes T CD4+.
Son activation, par des chimiokines (peptides de 8 à 12 kDa) et plus précisément par
CCL–2, provoque la stimulation des protéines Gαi qui, à terme, induisent le phéno-
mène de chimiotactisme à l’échelle cellulaire. Physiologiquement, le chimiotactisme
permet aux cellules de l’immunité de se déplacer afin d’accéder au site de l’inflam-
mation suivant un gradient de chimiokines. La partie N–terminale des récepteurs
des chimiokines a été identifiée comme étant primordiale pour la liaison du ligand
[201]. Il existe deux isoformes de CCR2 obtenues par épissage alternatif : CCR2a et
CCR2b. Cette dernière est la plus représentée dans l’organisme (environ 90%) [224].
Son implication dans la réponse immunitaire explique son rôle dans certaines
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maladies auto–immunes (sclérose en plaques, polyarthrite rhumatoïde) ou dans le
rejet de greffons. Son hétérodimérisation avec CCR5, co–récepteur du VIH, aurait
un effet inhibiteur sur l’entrée du VIH dans les cellules [253].
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Chapitre 3
Biocapteurs Faisant Intervenir des
Canaux Ioniques
Les biocapteurs engendrant la formation d’un courant suite à la liaison d’une
molécule biologique peuvent être divisés en deux catégories : ceux basés sur l’éla-
boration de pores (e.g. α hémolysine) modifiés et ceux constitués par des protéines
de fusion et/ou des protéines modifiées chimiquement. L’intérêt de l’utilisation de
canaux ioniques réside dans le fait qu’ils donnent lieu à des courants facilement
mesurables.
3.1 Pores modifiés
L’α hémolysine (α HL), pore exprimé par Staphylococcus aureus, a donné nais-
sance à toute une génération de biocapteurs étant capables de détecter une multitude
de ligands différents. L’α HL est un pore formé par sept sous–unités identiques, ar-
rangées autour d’un axe central. La partie transmembranaire forme un tonneau β
grâce à la contribution de deux brins anti–parallèles par sous–unité. Son domaine
extracellulaire est de grande taille et forme une cavité de plus grand diamètre que la
partie transmembranaire. Etant donné que sa structure est connue, que les tonneaux
β sont aisément modifiables et que la conductance unitaire du pore s’élève à 1 nS
(dans 1 M KCl), l’α HL représente un candidat idéal pour être façonné afin d’en
faire un biocapteur reconnaissant une multitude de molécules. Ainsi, au cours des
précédentes années, le défi à relever a été de faire reconnaître à ce pore une multitude
de molécules chimiques de natures différentes.
Ainsi, il a été démontré que la mutation en His de quatre résidus, dont les chaînes
latérales pointent vers l’intérieur du pore, permet de détecter des ions métalliques
bivalents [38, 39]. Des concentrations de l’ordre du nM de Zn(II) ont pu être mesurées
de cette manière (fig. 3.1, (2)). De plus, chaque ion possède une signature, modifiant
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le courant de façon différente et permettant son identification.
Des molécules organiques peuvent également être détectées en parant le pore d’un
adaptateur constitué d’une β –cyclodextrine (interaction non–covalente) [102]. La cy-
clodextrine fait partie d’une famille d’oligosaccharides cycliques d’origine naturelle
qui sont capables d’emprisonner des molécules organiques grâce à leur centre hydro-
phobe. Une fois la cyclodextrine en place dans le pore, la capture d’une molécule
organique va entraîner des modifications de courant (fig. 3.1, (3)).
Un autre exemple repose sur la reconnaissance ligand–protéine. Une molécule de
polyéthylène glycol de 3,4 kDa est liée de manière covalente à l’intérieur du pore et
l’autre extrémité libre est liée avec le ligand (biotine) [207]. Cette dernière se déplace
de part et d’autre du pore (en cis et trans) et peut être capturée par la streptavidine
(protéine), ce qui provoque des variations de courant (fig. 3.1, (4)).
Ces exemples ne sont que trois parmi tant d’autres et de nombreuses molécules
ont pu être détectées grâce à ce pore fonctionnalisé, comme des oligonucléotides, des
anions. . .
3.2 Protéines de fusion ou mutants
3.2.1 Canaux photoactivés
Il s’agit, dans ce cas d’un récepteur ionotropique activé par le glutamate (iGluR6)
modifié chimiquement [298, 223]. Cette stratégie repose sur l’utilisation d’une molé-
cule (MAG), composée d’un groupement maléimide (M, qui lie les Cys), d’un groupe-
ment azobenzène (A, composé photosensible qui change de conformation sous l’action
d’un photon) et d’un glutamate (G, ligand de iGluR6). Cette molécule est capable
de se lier de manière covalente, via le groupement maléimide, à une Cys introduite
dans iGluR6 par mutagénèse dirigée. Lorsque l’ensemble est illuminé à une longueur
d’onde de 380 nm, l’azobenzène est en conformation cis tandis qu’à 500 nm, il est en
conformation trans (fig. 3.2). Le passage d’une longueur d’onde à une autre a pour
conséquence la modification de l’accessibilité du glutamate ce qui active ou inactive
le canal (suivant le site de fixation du MAG). Ce canal a ensuite été exprimé dans
un neurone spinal de la larve du poisson zèbre pour mimer le mouvement de la nage
suite à une stimulation lumineuse [331].
3.2.2 Le récepteur 5–HT3A
Dans le cadre de la compréhension du mécanisme de couplage entre le domaine
de liaison du ligand et le pore du récepteur ionotropique 5–HT3A, des chimères entre
la protéine AChBP (Acetylcholine Binding Protein) et le pore de 5–HT3A [37] ont été
élaborées. Lorsque trois boucles de l’AChBP sont remplacées par leurs équivalents
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Figure 3.1 – Principe de l’utilisation de l’hémolysine modifiée en tant que bio-
capteur. (1) Pore natif, il n’est pas modifié et le flux ionique peut transiter sans
contrainte. (2) Une des sous–unités de l’hémolysine est mutée et présente quatre His
qui remplissent la sphère de coordination des ions métalliques bivalents. Les ions ne
sont plus libres de circuler, ce qui se traduit par une baisse du courant. (3) L’ajout,
de manière non–covalente, d’une cyclodextrine au niveau du pore permet de capter
des molécules organiques. (4) La liaison covalente d’une molécule de PEG au ni-
veau du pore et la présence de la biotine à l’autre extrémité permet de détecter la
streptavidine.
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Figure 3.2 – Récepteur glutamate ionotropique activé par la lumière. Le glutamate
est lié de manière covalente au domaine de liaison du ligand. L’azobenzène (en rouge)
est un composé photoisomérisable. A 500 nm, il est en conformation trans et rend le
ligand inaccessible. A 380 nm, le passage en conformation cis rend le ligand accessible
au site de liaison [298]. Le canal peut alors s’ouvrir.
appartenant à 5–HT3A, la liaison d’acétylcholine engendre la formation d’un courant.
Cette approche a permis d’élucider les bases du mécanisme de couplage entre le
domaine de liaison du ligand et le "gating" du canal. Ainsi, l’ingénierie protéique a
abouti à l’élaboration d’un biocapteur hybride fonctionnel.
3.2.3 Ion Channel–Coupled Receptors
Les Ion Channel–Coupled Receptors (ICCR) reposent sur l’association covalente
de l’extrémité C–ter d’un GPCR avec le N–ter de Kir6.2 [206]. Cette association est
optimisée pour faire en sorte que la liaison d’un ligand au niveau du GPCR entraîne
l’ouverture ou la fermeture du canal, ayant pour conséquence une modulation du cou-
rant mesuré (fig. 3.3). Ainsi, il a fallu supprimer 25 résidus en N–ter de Kir6.2 pour
observer un couplage optimal entre les deux protéines. Deux ICCR ont été décrits
jusqu’à lors : le premier basé sur le récepteur muscarinique M2 (M2–K0-25) et le se-
cond sur le récepteur dopaminergique D2 (D2–K0-25). La liaison d’acétylcholine sur
M2–K0-25 provoque une augmentation du courant mesuré, traduisant une ouverture
du canal. A l’inverse, la liaison de dopamine sur D2–K0-25 a pour effet une dimi-
nution du courant qui correspond à une fermeture du canal. Ces protéines de fusion
pourraient être utilisées dans le cadre du criblage de médicaments mais pourraient
également servir d’outil pour la compréhension du mécanisme d’ouverture/fermeture
de Kir6.2.
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Figure 3.3 – Principe de fonctionnement des ICCR. Un ICCR est formé par l’as-
sociation du C–ter d’un GPCR avec le N–ter de Kir6.2. (1) Le ligand se fixe sur le
GPCR. (2) Les changements de conformation au niveau du récepteur sont transmis
au canal qui s’ouvre, dans ce cas. Cela engendre alors un courant ionique facilement
mesurable.
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Figure 3.4 – Récapitulatif de l’ensemble des étapes mises en œuvre dans le cadre
de cette étude.
Afin d’étudier nos biocapteurs (ICCR), nous devons, dans un premier temps, ef-
fectuer les fusions entre les GPCR et le canal Kir6.2 tronqué de 25 acides aminés en
N–ter. Pour ce faire, nous utilisons des méthodes de biologie moléculaire adaptées
à ce type de fusion. Une fois les ICCR obtenus, nous réalisons une transcription
in vitro puis nous injectons l’ARNm ainsi obtenu dans les ovocytes de xénope. La
caractérisation fonctionnelle est ensuite possible grâce à la mise en œuvre de tech-
niques d’électrophysiologie. Ceci nous permet d’apprécier, entre autres, la qualité de
la communication entre le GPCR et Kir6.2, l’affinité pour l’agoniste. . .






4.1 Clones et Vecteurs d’Expression
Lors de nos expériences, nous avons utilisé le clone de SUR1 de hamster (ABCC8,
Genbank accession number : L40623), fourni par le Dr J. Brian (Portland, Oregon,
USA), le clone de SUR2A de rat (ABCC9, Genbank accession number : D83598) et
le clone de Kir6.2 de souris (KCNJ11, Genbank accession number : D50581) qui nous
ont été remis par le Dr S. Seino (Chiba University School of Medecine, Japan). Nous
avons également fait usage des clones de TMD0–F195 de SUR1 de hamster ([46],
[125]) et Kir6.2∆C36 de souris (Tucker, 1997). Les clones humains de CB1 (Genbank
accession number : AF107262), CCR2b (Genbank accession number :NM_000648)
et D3 (DRD3, Genbank accession number : NM_000796) nous ont été aimablement
fournis par le Dr R. Wagner (Institut Gilbert Laustriat, Strasbourg, France). Le clone
de β2 humain (Genbank accession number : NM_000024.3) provient de la société
Origene et le clone de l’opsine bovine (Genbank accession number : NM_001014890)
nous a été gracieusement donné par le Dr O. Ernst.
Le vecteur d’expression dans lequel sont sous-clonées toutes nos constructions
dérive du vecteur pGEMHE (fig.4.1) et nous a été fourni par le Dr D. Logothetis
(Mount Sinai Hospital, New York). Ce plasmide est lui-même adapté du vecteur com-
mercial pGEM3Z (Promega). Le plasmide actuellement utilisé est pGH2 qui fut créé
au laboratoire par le Dr F. Pagès. Il possède une origine de réplication bactérienne
(ORI), un gène de résistance à l’ampicilline codant pour la β–lactamase, qui permet
de sélectionner les bactéries ayant incorporé le plasmide. De plus, il présente un pro-
moteur de phage T7 permettant la transcription par l’ARN polymérase T7. Le site
multiple de liaison (site de sous-clonage) est flanqué par les régions non transcrites
(5’utr et 3’utr, utr pour untranslated region) de la globine de xénope qui augmentent
le taux d’expression de la protéine d’intérêt. Ce plasmide possède une queue poly(A)
en 3’ de l’ADN codant pour la protéine d’intérêt. Ceci améliore le temps de demi-vie
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Figure 4.1 – Représentation schématique de pGEMHE, vecteur d’expression pro-
téique adapté à l’ovocyte de xénope.
des ARN obtenus. Les sites de linéarisation permettent, comme leur nom l’indique,
de linéariser l’ADN avant transcription. Ils sont constitués de sites de coupure pour
des enzymes de restriction telles que NotI, NheI. . .
4.2 Construction des protéines de fusion et mutants
4.2.1 Sous-clonage par ligation
Lorsque nous recevons un clone dans un autre vecteur que pGH2, nous devons
effectuer un sous–clonage. La méthode que nous avons utilisée est le sous-clonage par
ligation. Il faut tout d’abord choisir une ou des enzymes de restriction coupant en
amont et en aval du gène dans le vecteur d’origine et appartenant au polylinker de
pGH2. Après digestion, les échantillons (pGH2 et le vecteur d’origine) sont déposés
sur gel d’agarose 0,8% et purifiés (kit QIAquick gel extraction, QIAgen). pGH2 coupé
et le fragment correspondant au gène d’intérêt sont ensuite mis en présence d’une
ligase (rapid ligation kit, Roche) afin d’introduire l’insert (i.e. le gène d’intérêt) dans
le vecteur.
Sur ce principe, nous avons effectué le sous-clonage de β2 avec l’enzyme de res-
triction EcoRI, le sous–clonage de CB1, CCR2b, D3 (à l’origine dans le vecteur
pCR4_TOPO_Blunt) avec les enzymes BamHI, XbaI et BsmBI. L’opsine a égale-
ment été sous–clonée du vecteur pMT4 au vecteur pGH2 suite à une coupure par
EcoRI.
4.2.2 Mutagénèse dirigée
Au cours de cette étude, nous avons utilisé le kit de mutagénèse dirigée Quik-
Change (Stratagene) dont le principe est décrit dans la figure 4.2. Après avoir identifié
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Figure 4.2 – Principe de la mutagénèse dirigée réalisée avec le kit QuikChange
Site-Directed Mutagenesis (Stratagene).
la mutation à réaliser (délétion, insertion, substitution), nous élaborons des oligonu-
cléotides ou amorces avec le logiciel VectorNTI (Invitrogen). Ces oligonucléotides
contiennent la mutation voulue et sont synthétisés par la société MWG Operon. Le
principe est basé sur la méthode de polymerase chain reaction (PCR) et fait interve-
nir une ADN polymérase haute fidélité (Pfu Turbo). Celle–ci synthétise le nouveau
brin à partir de ces oligonucléotides en se servant de l’ADN matrice comme guide. Le
plasmide muté est donc obtenu de cette manière. Le produit de PCR est ensuite di-
géré par DpnI permettant ainsi d’éliminer l’ADN parental méthylé ou hemi-méthylé.
La dernière étape consiste à transformer cet ADN dans les bactéries XL–10GOLD
fournies avec le kit.
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Figure 4.3 – Stratégie utilisée pour réaliser les fusions GPCR–Kir6.2 par PCR.
4.2.3 Fusions GPCR-Kir6.2
Afin de réaliser les fusions GPCR–Kir6.2, nous avons utilisé la construction M2–
∆N25Kir6.2 (Moreau et al., 2008) comme matrice et nous avons remplacé le M2
par les gènes de CB1, β2, CCR2, D3 et de l’opsine. Comme décrit en figure 4.3,
nous devons effectuer deux étapes de PCR. Lors de la première, nous utilisons des
oligonucléotides d’environ 50 pb s’hybridant, d’une part, avec pGH2 et le début du
gène de GPCRY (amorce 1, fig. 4.3) et, d’autre part, avec la fin du gène de GPCRY
et le début du gène de ∆N25Kir6.2 (amorce 2, fig. 4.3) afin d’amplifier le gène de
GPCRY. Le produit de PCR est déposé sur gel d’agarose 0,8% et purifié avec le
kit QIAquick Gel extraction (QIAgen). L’ADN ainsi purifié sert d’amorce pour la
seconde PCR au cours de laquelle le gène de GPCRX (dans notre cas, M2) est
remplacé par celui de GPCRY. Les réactifs utilisés proviennent du kit QuikChange.
Le produit de PCR est ensuite digéré par DpnI et nous le transformons dans les
bactéries XL-10GOLD (Stratagene). Les clones positifs sont sélectionnés suivant leur
profil de restriction. Le codant est enfin séquencé par la société Cogenics.
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Température Durée
1. 95℃ 5 min Dénaturation initiale
2. 95℃ 1 min Dénaturation
3. 60–64℃* 1 min Hybridation
4. 68℃ 12 min Elongation
5. 68℃ 10 min Elongation finale
6. 10℃ ∞ Conservation
Table 4.1 – Cycles de PCR—Les étapes 2 à 4 sont répétées 35 fois—*La température
d’hybridation varie suivant les PCR.
4.2.4 Délétion de grands fragments
Pour optimiser le couplage des ICCR, nous avons dû raccourcir la partie C–
terminale de certains GPCR. Ainsi, nous avons utilisé des amorces s’hybridant avec
des fragments flanquant la zone à déléter (fig. 4.4). De cette manière, l’ADN polymé-
rase du kit QuikChange synthétise le nouveau brin à partir de ces amorces et aboutit
à un plasmide contenant la forme tronquée du GPCR au sein de l’ADN de l’ICCR.
4.3 Amplification du matériel génétique
4.3.1 Transformation des bactéries compétentes
Après avoir effectué les manipulations d’ingénierie génétique, il est nécessaire de
transférer l’ADN obtenu dans des bactéries afin de l’amplifier. Cette transformation
nécessite l’utilisation de bactéries dites compétentes. Les bactéries utilisées dans nos
expériences sont, d’une part, des XL–10GOLD (Stratagene) pour les produits de
PCR et, d’autre part, les JM109 pour les sous-clonages. Pour incorporer l’ADN,
nous l’ajoutons à 50 µL de bactéries compétentes et ce mélange est incubé dans la
glace pendant 30 minutes. Nous soumettons ensuite les bactéries à un choc thermique
pour les perméabiliser : 42 ℃ pendant 45 secondes puis 2 minutes dans la glace. Le
plasmide comportant un gène de résistance à l’ampicilline, la sélection des bactéries
l’ayant intégré est réalisée après étalement sur LB (Luria–Bertani) agar contenant
cet antibiotique (100 µg.mL−1).
4.3.2 Purification de l’ADN plasmidique
Le principe de cette purification repose sur la méthode dite de lyse alcaline. Dans
un premier temps, les cellules sont lysées (avec un détergent, le sodium dodécyl sul-
fate) et l’ADN plasmidique est séparé de l’ADN chromosomique par dénaturation
en pH basique. Leur réappariemment est provoqué par neutralisation du pH de la
solution. L’ADN chromosomique étant de taille plus importante que le plasmidique,
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Figure 4.4 – Stratégie mise en œuvre pour supprimer de grands fragments par PCR.
celui-ci ne se réhybride pas et précipite. La séparation des débris bactériens (mem-
brane plasmique, protéines, ADN chromosomique) et de l’ADN plasmidique s’effectue
par centrifugation à 14000 tpm, 4℃, 30 minutes ou par filtration. L’ADN est ensuite
précipité et centrifugé en présence d’isopropanol puis d’éthanol 70%. Le culot d’ADN
séché à l’air libre est enfin repris dans de l’eau autoclavée.
4.3.2.1 Miniprep
La miniprep permet de préparer rapidement suffisamment d’ADN pour tester un
plasmide. Dans ce cas, nous partons de 4 mL de culture bactérienne en milieu LB
supplémenté en ampicilline (100 µg.mL−1). Les tampons de resuspension, de lyse
et de neutralisation sont ceux fournis par le kit QIAgen. Les débris bactériens sont
éliminés par centrifugation. L’ADN est ensuite précipité avec de l’isopropanol puis
lavé à l’éthanol 70%. La sélection des clones positifs se fait par digestion enzymatique
et analyse des profils de restriction.
4.3.2.2 Midiprep
La midiprep (kit QIAgen) permet d’obtenir un ADN de pureté plus élevée que la
miniprep car, suite à l’étape de lyse et de neutralisation, les échantillons sont passés
sur un filtre, pour éliminer les débris bactériens, puis sur une colonne échangeuse
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d’anions. De plus, comme nous partons d’une culture bactérienne de 50 mL en mi-
lieu LB+ampicilline, la quantité d’ADN est plus importante que dans le cas d’une
miniprep. De par sa pureté, ce type de préparation est adapté à la transcription in
vitro.
4.4 Séquençage
La technique de séquençage appliquée par la société Beckman Coulter Genomics
repose sur la méthode de Sanger. Elle consiste à amorcer la synthèse de l’ADN à
séquencer à partir d’un oligonucléotide d’une vingtaine de paires de bases suivant
la technique de PCR. Quatre réactions sont lancées simultanément, chacune faisant
intervenir quatre desoxyribonucléotides triphosphate (dNTP) et une quantité plus
faible d’un didesoxyribonucléotide triphosphate (ddNTP) marqué par une sonde fluo-
rescente. Les ddNTP ont pour propriété de stopper la synthèse du nouveau brin. De
cette manière, après migration des produits de PCR sur capillaires, il est possible,
grâce à la présence de la sonde fluorescente, d’identifier différents intermédiaires de
réaction résultant de l’incorporation d’un ddNTP. Suivant la taille de ces fragments,
il est possible de reconstituer la séquence de l’ADN d’intérêt.
4.5 Transcription in vitro
Pour pouvoir exprimer les ICCR dans l’ovocyte de xénope, il faut transcrire
l’ADNc en ARNm. Pour effectuer cette manipulation, il faut travailler dans des
conditions se rapprochant le plus possible de conditions "RNase-free". Pour cela, il
est nécessaire de porter des gants pendant toute la durée de la transcription. La
préparation des mélanges de transcription s’effectue sous une hotte aspirante. Nous
utilisons des Pipetman, des boîtes de cônes et de tubes dédiés à la manipulation
d’ARNm. La paillasse est préalablement nettoyée avec le spray RNaseZap (Sigma-
Aldrich). L’eau utilisée est de l’eau traitée au diéthyl pyrocarbonate (DEPC, Sigma-
Aldrich) 0,05% pendant la nuit puis autoclavée pendant 20 min à 121 ℃. Le DEPC
a pour propriété d’inactiver les RNases.
Les différentes étapes de la transcription in vitro sont décrites dans la figure 4.5.
Tout d’abord, le plasmide contenant l’ADNc à transcrire doit être linéarisé. Pour ce
faire, nous utilisons une enzyme dont le site de restriction est unique (NotI, NheI . . . )
et situé en aval de la séquence 3’utr. Vingt unités d’enzyme sont ajoutées pour 10 µg
d’ADN et nous incubons le milieu réactionnel à 37℃ sur la nuit. Afin d’éliminer toute
protéine (dont les RNases), nous effectuons une extraction phénol/chloroforme/alcool
isoamylique de l’ADN linéarisé. L’ADN ainsi purifié est déposé sur gel d’agarose 0,8%
et la quantité à ajouter au milieu de transcription est déterminée suivant l’intensité
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Table 4.2 – Concentrations des ARNm utilisés.
Figure 4.5 – Principe de la transcription in vitro avec le kit mMessage Transcription
Machine T7 (Ambion).
de la bande. La transcription est faite par l’ARN polymérase T7 en présence des
réactifs du kit mMessage mMachine (Ambion). Le kit permet d’obtenir une quantité
importante d’ARNm, celui-ci possédant une coiffe de guanosine méthylée en 5’ le pro-
tégeant contre les RNases 5’–3’ et permettant d’initier la traduction. Après 4 heures
de transcription, l’ARNm est purifié soit par extraction phénol/chloroforme soit avec
le kit MegaClear (Ambion). L’ARNm est par la suite dosé par spectrophotométrie
et par gel d’agarose en conditions dénaturantes (formaldéhyde) avec un marqueur
de concentration. Les ARNm sont enfin dilués aux concentrations indiquées dans le




5.1 L’ovocyte de xénope comme outil d’expression hété-
rologue
L’ovocyte de xénope (Xenopus laevis, fig. 5.1) est une cellule reproductrice qui
mesure entre 1 et 1,3 mm de diamètre. Cette propriété en fait une cellule facile à
manipuler et à microinjecter. Au cours de l’ovogenèse, qui peut être décomposée en 6
stades, l’ovocyte accumule des réserves énergétiques et informatives. Ainsi, il possède
tout ce qui est nécessaire à la traduction d’ARNm exogènes (enzymes, ribosomes,
protéines de la traduction) et a une densité de canaux endogènes assez faible. Toutes
ces caractéristiques en font un outil idéal d’étude des canaux ioniques. Il est utilisé
dans ce domaine depuis plusieurs dizaines d’années [27, 64, 283, 276, 322].
Il faut cependant garder à l’esprit que, comme pour tout système d’expression
(cellules de mammifères, bactéries . . . ), les réponses peuvent être influencées par
la différence de composition de la membrane plasmique ou encore par les voies de
signalisations intracellulaires propres à l’ovocyte de xénope.
L’ovocyte de xénope est constitué de deux hémisphères : le pôle animal, qui
Figure 5.1 – Xenopus laevis
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Figure 5.2 – Représentation d’un ovocyte de xénope au stade V ou VI.
contient le noyau, et le pôle végétatif (fig. 5.2). Leur extraction se fait sous forme
de lobes ovariens, qui sont constitués d’ovocytes, de vaisseaux sanguins, de tissu
conjonctif et de cellules folliculaires. Ces dernières communiquent électriquement
entre elles et avec les ovocytes grâce à la présence de jonctions communicantes ("gap
junction"). Il est donc impératif de s’en débarrasser en effectuant une digestion par
la collagénase. L’ovocyte est de plus recouvert par une matrice de glycoprotéines,
la membrane vitelline, qui lui permet d’arborer une forme sphérique. Les mailles
formées par cette matrice sont suffisamment larges pour permettre l’interaction de
petites molécules avec la surface de l’ovocyte. Lors d’une expérience de patch–clamp,
il est nécessaire d’éliminer cette membrane pour avoir un accès direct à la membrane
plasmique. L’ovocyte est alors extrêmement fragile et sa manipulation demande la
plus grande attention.
5.2 Extraction et préparation des ovocytes
Les xénopes proviennent soit du Centre de Recherche de Biochimie Macromolé-
culaire de Montpellier (CNRS), soit du Centre de Ressources Biologiques de Rennes.
Elles sont élevées dans des bacs, dans une pièce dont la température est maintenue
à 22 ℃ et dans laquelle un cycle 12h jour/12h nuit est imposé. Les xénopes sont
nourries au plus 3 fois par semaine : 1 fois avec du cœur de bœuf et le reste du temps
avec des vers de farine.
Afin d’extraire les ovocytes de xénope, nous anesthésions au préalable une xénope
avec une solution à 1 g.L−1 d’acide aminobenzoïque ethyl ester (Sigma–Aldrich).
Après 20 min d’anesthésie, la xénope est déposée sur un lit de glace afin de la
maintenir endormie. Son abdomen est séché puis une incision d’environ 1 cm y est
pratiquée. Le muscle est ensuite également incisé pour permettre l’accès aux lobes
ovariens. Une quantité d’ovocyte est ainsi retirée suivant les besoins. Ces deux inci-
sions sont recousues avec du fil de suture resorbable (5-0, pointe de 16 mm 3/8c, 75
cm, Ethicon VICRYL). La xénope est rincée puis déposée dans un bac de réveil, la
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Table 5.1 – Quantité d’ARNm injectée pour chaque construction, par ovocyte.
tête hors de l’eau pour écarter tout risque de noyade. Environ 3 heures plus tard la
xénope est transférée dans le bac post-opératoire.
Par la suite, les ovocytes sont traités par une solution de collagénase (Sigma–
Aldrich) à 20 mg.mL−1 (dans la solution A : NaCl 88 mM, KCl 1 mM, NaHCO3
2,4 mM, Hepes 16 mM, MgSO4 0,82 mM, pH 7,4). Trois bains de 40 min environ se
succèdent alors. Les ovocytes sont ensuite rincés au moins six fois avec la solution A et
au moins six fois avec la solution isotonique A+B (NaCl 88 mM, KCl 1 mM, NaHCO3
2,4 mM, Hepes 16 mM, MgSO4 0,82 mM, Ca(NO3)2 0,3 mM, CaCl2 0,41 mM, pH
7,4). Les ovocytes sont conservés et triés dans cette même solution supplémentée en
antibiotiques (pénicilline 1000 U.mL−1, streptomycine 10 mg.mL−1, gentamycine 0,1
mg.mL−1). Lors de cette étape de tri, les ovocytes sont sélectionnés sur des critères
visuels (stade V ou VI, homogénéité de la coloration du pôle animal . . . ).
5.3 Microinjection des ARNm
L’étape de microinjection est effectuée le lendemain, après élimination des ovo-
cytes n’ayant pas survécu. Nous préparons au préalable les pipettes de microinjec-
tions. Celles-ci sont obtenues à partir de microcapillaires de verre (3,5” Drummond
# 3–000—203-G/X) étirés avec une étireuse horizontale (Micropipette puller P–97,
Sutter Instruments and Co). Leur pointe est ensuite cassée pour atteindre une taille
d’environ 15 µm de diamètre. Les pipettes sont remplies avec de l’huile minérale
incompressible (Sigma Aldrich) puis placées sur le piston de l’injecteur (Nanoject,
Drummond). Par la suite, 3 µL de la solution d’ARN à injecter sont aspirés dans
la micropipette. Les ovocytes sont placés sur une grille disposée dans une boîte de
Pétri contenant la solution A+B+antibiotiques. Chaque ovocyte est piqué avec la
micropipette puis 50 nL y sont injectés. Entre 40 et 50 ovocytes par construction
sont ainsi obtenus. Les quantités d’ARN injectées pour chaque construction sont in-
diquées dans le tableau 5.1. Nous transférons ensuite les ovocytes dans des plaques
96 puits remplies avec de la solution A+B+antibiotiques, à raison d’un par puits. Ils
sont enfin incubés pendant 2 à 5 jours à 19 ℃ pour permettre l’expression.
99
5.3. MICROINJECTION DES ARNM
Figure 5.3 – Différentes étapes de l’expression de canaux ioniques dans l’ovocyte
de xénope. (1) L’ADNc codant pour les constructions à étudier est transcrit. (2)
L’ARNm obtenu après purification est injecté dans les ovocytes de xénope. (3) Deux
à cinq jours à 19 ℃ sont nécessaires pour assurer la synthèse des protéines. (4) Les







Les ions sont véhiculés à travers les membranes biologiques de manière spécifique
par des pores protéiques transmembranaires que sont les canaux ioniques. Malgré
l’existence de plusieurs états conformationnels distincts, on considère, dans une op-
tique de simplification, que les canaux existent soit à l’état "ouvert", soit à l’état
"fermé". Ceci correspond au passage, ou non, des ions à travers la membrane. Le sens
et l’intensité de ces flux ioniques dépendent, d’une part de la force de perméation
qui découle de la force de diffusion et, d’autre part, de la force électromotrice qui
dépend de la valeur du potentiel de membrane. Ces mouvements d’ions à travers la
membrane se traduisent en courants facilement mesurables expérimentalement par,
entre autres, la technique du patch–clamp.
Cette technique permet de mesurer les variations de courant provoquées par les
flux ioniques au travers des canaux. Elle fut mise au point en 1976 par Neher et Sak-
man dans le cadre de l’étude des canaux nicotiniques ([214] ; prix Nobel de Médecine
et Physiologie en 1991, [108]). Grâce à cette technique, et suivant la configuration
utilisée (fig. 6.1), il est devenu possible d’observer l’activité d’un seul canal ou de
la totalité des canaux d’une cellule. Pour ce faire, une micropipette de verre est
positionnée sur la membrane plasmique d’une cellule, de façon à former un contact
étroit ("seal"), dans le but d’en isoler un morceau ("patch") et une valeur constante
de potentiel est imposée à la membrane ("voltage–clamp"). Pour annuler la diffé-
rence entre le potentiel de membrane (Vm) et le potentiel fixé par l’expérimentateur
(Vi), l’amplificateur injecte un courant par l’intermédiaire d’une résistance à contre-
réaction (Rc). Les courants ainsi obtenus varient de quelques pico-Ampères (pA),




Plusieurs facteurs entrent en jeu dans la régulation du passage d’une espèce
ionique à travers les canaux :
– Le potentiel d’équilibre de l’ion, Eion, qui dépend de sa concentration de







où R=8,315 J.K−1.mol−1 (constante des gaz parfaits), T= température abso-
lue, z=valence de l’ion et F=96489 C.mol−1(la constante de Faraday).
– Le potentiel membranaire, Vm.
– La conductance des canaux, G, correspondant à l’aisance avec laquelle les
ions traversent les canaux (notée "g" lorsqu’il s’agit de la conductance d’un
seul canal).
Le courant peut être calculé à partir de la loi d’Ohm (U = RI) suivant la formule
suivante :
I = G · (Vm − Eion)
avec U = (Vm − Eion) et G = 1R .
Il est possible de fixer certaines de ces variables, notamment Vm (mode "voltage–
clamp") ou encore le potentiel d’équilibre de l’ion qui peut-être annulé en établissant
des concentrations équimolaires de part et d’autre de la membrane. La mesure du
courant (I) apporte des renseignements quant à la conductance qui représente une
propriété spécifique du canal étudié.
6.1.2 configurations utilisées en patch-clamp
Il existe plusieurs configurations d’enregistrement en patch-clamp (fig.6.1) :
– Cellule attachée : La pipette est placée sur la membrane de la cellule. Afin de
créer un contact étroit entre le verre de la pipette et la surface de la cellule, une
légère dépression est exercée, souvent par succion, à l’intérieur de la pipette.
Ainsi, la résistance entre la pipette et la membrane se trouve être de l’ordre
de plusieurs gigaΩ. Dans cette configuration, le courant mesuré correspond
à celui engendré par les canaux situés sous la pipette. Cette technique est
particulièrement adaptée pour observer la régulation de l’activité des canaux
ioniques en conditions physiologiques. En effet, le milieu intracellulaire étant
conservé, cela permet d’étudier des phénomènes de régulation provoqués par
des messagers intracellulaires.
– Cellule entière : L’application d’une dépression plus importante ou d’un vol-
tage élevé permettent de rompre la membrane et d’avoir accès au milieu in-
tracellulaire. En effet, une fois la rupture de la membrane effectuée, le cytosol
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Figure 6.1 – Configurations utilisées en patch–clamp.
diffuse dans le milieu intrapipette. Dans cette configuration, le courant me-
suré est celui traversant la totalité des canaux présents à la membrane et est
donc macroscopique. Afin de remédier au problème de l’altération du milieu
cytoplasmique, la configuration membrane perforée a été établie. Elle permet,
suite à l’ajout d’un ionophore (ex : nystatine) dans le milieu intrapipette, de
modifier la composition du milieu intracellulaire. Cela assure la conservation
d’une certaine intégrité du milieu intracellulaire.
– Excisé outside–out : Cette configuration est obtenue à partir de celle de
cellule entière. Le morceau de membrane est retiré par éloignement de la pipette
et les deux extrémités de membrane se réassemblent, exposant ainsi la face
extracellulaire vers l’extérieur. Il est ainsi possible d’étudier l’effet de composés
appartenant à l’environnement (ligands extracellulaires) sur les canaux présents
dans le morceau de membrane.
– Excisé inside–out : Cette configuration résulte de l’éloignement de la pipette
suite à l’obtention de celle de cellule attachée. Contrairement à l’excisé outside-
out, c’est la face intracellulaire qui se retrouve exposée vers l’extérieur. Cette
configuration est indiquée dans le cas de l’étude de canaux régulés par des
agents intracellulaires (ex : ATP).
103
6.1. PATCH-CLAMP
Figure 6.2 – Poste de patch–clamp.
6.1.3 Description du poste de patch–clamp
Au cours de cette étude, nous avons utilisé le poste de patch–clamp suivant (fig.
6.2) : La cage de Faraday (1) assure une protection de la zone d’expérimentation
contre les interférences électromagnétiques. L’ensemble du dispositif est placé sur
une table anti–vibrations (10) mécaniques sur coussin d’air (azote) afin de réduire
au maximum les vibrations pouvant nuire à la formation du "seal". Un moniteur
vidéo (2) relié directement au microscope inversé (9) (objectifs X4, X10, X40) per-
met de surveiller à distance la position de la micropipette (14), de l’ovocyte et de
la tête de perfusion (13, reliée aux seringues contenant les solutions à tester). Afin
de déplacer la micropipette de manière précise et dans les trois dimensions, nous
utilisons un micromanipulateur électrique trois axes (5). L’électrode de référence est
placée directement dans le bain. Lors de l’enregistrement, le convertisseur de signal
numérique/analogique, analogique/numérique (3) assure la communication bidirec-
tionnelle entre le poste de patch-clamp et l’ordinateur (8). L’oscilloscope (4), en plus
du logiciel pClamp9.0 permet suivre en temps réel l’évolution du courant mesuré.
L’amplificateur de patch-clamp (6), quant à lui, est idéal pour mesurer des cou-
rants de l’ordre du pA et effectue la conversion courant-tension (convertisseur de
résistance 10 GΩ, gain de 10 mV/pA et 100 MΩ, gain de 0,1 mV/pA). Il impose
également le potentiel au morceau de membrane via la micropipette. L’enregistreur
104
CHAPITRE 6. CARACTÉRISATION FONCTIONNELLE
Description
1 Cage de Faraday
2 Moniteur vidéo
3 Digidata 1322A
4 Oscilloscope (HM–407, Hameg)
5 Micromanipulateur électrique 3 axes (Burleigh PCS–5000 series)
6 Amplificateur (RK–300, Bio-Logic)
7 Enregistreur papier (RS-3200, Gould)
8 Ordinateur
9 Microscope inversé (Olympus, ULWCD 0.30)
10 Table anti–vibrations
11 Contrôleur système de perfusion (RSC-100,Bio–Logic)
12 Electrode de référence
13 Tête de perfusion rotative
14 Micropipette
Table 6.1 – Tableau résumant les différents composants du poste de patch–clamp.
papier (7) fournit une trace papier de l’enregistrement. Le mouvement de la tête
de perfusion (13) est commandé par le contrôleur système de perfusion (11) qui est
sous le contrôle du logiciel Perf2.10 (développé par M. Vivaudou). La micropipette
(14), après avoir été remplie d’une solution d’électrolytes, est placée sur l’électrode
d’argent. Elle est ensuite amenée au voisinage de la membrane de l’ovocyte et ap-
prochée délicatement jusqu’au contact des deux. La formation du scellement ("seal")
est obtenue en réalisant une dépression dans la pipette par aspiration. Une fois le
"seal" établi, le morceau de membrane se trouvant dans la pipette est isolé, tant
physiquement qu’électriquement (résistance de l’ordre du GΩ). Le potentiel est alors
imposé par l’intermédiaire de l’électrode d’argent qui est reliée au dispositif de sti-
mulation/détection/amplification.
6.1.4 Conditions expérimentales
6.1.4.1 Préparation des ovocytes
Suite à la microinjection, les ovocytes sont incubés de 48 à 96 heures à 19 ℃
dans le but d’obtenir une bonne expression des canaux ioniques à la membrane
plasmique. Etant donné que la membrane vitelline entourant l’ovocyte limite l’accès à
la membrane plasmique, il est nécessaire de l’éliminer, et ce, mécaniquement (fig.6.4).
Cette opération est effectuée sous une loupe binoculaire et l’ovocyte est placé dans
une solution hyperosmotique ("shrinking solution" : solution A + 100 mM NaCl) afin
de provoquer le rétrécissement de l’ovocyte et la séparation du vitellus. La membrane
vitelline est alors retirée à l’aide de pinces. Cette manipulation doit être effectuée
extemporanément car elle rend l’ovocyte extrêmement sensible et diminue sa durée
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Figure 6.3 – Schéma représentant les connections entre les différents composants
du poste de patch–clamp
Figure 6.4 – Ovocyte avec sa membrane vitelline (à gauche). Ovocyte débarrassé
de sa membrane vitelline (à droite)
de vie (1 à 2 heures maximum).
6.1.4.2 Micropipettes de mesure et solutions
Les micropipettes sont obtenues à partir de capillaires en borosilicate (Kimble
glass Inc.). L’étirage s’effectue en deux étapes, avec une étireuse horizontale (P97
Micropipette Puller, Sutter Instruments Co.). Dans un premier temps, le capillaire est
étiré de manière modérée et chauffé pour réduire son diamètre à quelques centaines
de µm. La seconde étape a pour résultat la rupture du capillaire et la formation de
micropipettes ayant une pointe de diamètre avoisinant le µm. Les micropipettes sont
ensuite remplies avec une solution isotonique par rapport au milieu intracellulaire
(150 mM K+, 5 mM Mg2+, 140 mM Cl−, 10 mM Pipes, fig. 6.5) puis placées sur
l’électrode d’argent chloruré.
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Figure 6.5 – Dispositif expérimental et solutions mis en œuvre dans le cadre de la
mesure de courants potassiques en patch–clamp.
La concentration en potassium intrapipette est fixée à 150 mM afin d’obtenir
des concentrations équivalentes de part et d’autre du morceau de membrane. Ceci a
pour effet d’annuler le potentiel d’inversion du potassium (EK). L’électrode d’argent
chloruré a pour rôle de convertir les courants d’ions en courant d’électrons, en évitant
les problèmes de polarisation, suivant la réaction suivante :
Ag + Cl – −−⇀↽− AgCl + e –
Cette conversion est obligatoire pour permettre à l’appareillage de mesurer les
résultats.
6.1.4.3 Formation d’un patch et mesures de courants
Afin d’obtenir un patch de membrane, il faut tout d’abord placer délicatement la
micropipette près de l’ovocyte. L’application d’une légère surpression à l’intérieur de
la pipette évite l’entrée de poussières ou de débris se trouvant dans le bain. Lorsque
la pipette est en contact avec la surface de l’ovocyte, une dépression est exercée
dans la pipette par aspiration continue. De cette manière, le morceau de membrane
commence à adhérer aux parois de la micropipette jusqu’à obtention d’une interaction
quasi-covalente entre les deux. La résistance du scellement ("seal") atteint alors les
environs du gigaΩ, il s’agit d’un "gigaseal". Le morceau de membrane est excisé en
retirant rapidement la micropipette de la surface de l’ovocyte. Il est ensuite possible
de tester différents composés grâce au système de perfusion (fig. 6.6).
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Etant donné l’absence de cations autres que K+, les seuls courants endogènes pou-
vant être mesurés sont ceux engendrés par les canaux chlores activés par le calcium
(ICl(Ca)). L’ajout d’EGTA (chélateur de Ca2+) dans les solutions assure l’inhibition
de ces canaux. Les conditions expérimentales ainsi fixées permettent de restreindre
les courants enregistrés à ceux résultant des flux potassiques de part et d’autre de la
membrane.
Le courant potassique (IK) engendré par les flux d’ions potassium circulant à
travers les canaux ioniques contenus dans le patch est égal à :
IK = GK · (Vm − EK)
Cette équation correspond à la transposition de la loi d’Ohm au gradient électro-
chimique (Vm − EK) où Vm est le potentiel de membrane (Vm = −50mV ) et EK le
potentiel d’inversion de K+ (dans nos conditions, EK = 0). Dans ce cas, IK dépend
uniquement de GK , c’est–à–dire de la conductance transmembranaire du potassium.
De plus, GK peut-être calculée à partir de la formule suivante :
GK = Po ·N · gK
où :
– Po est la probabilité d’ouverture des canaux.
– N est le nombre de canaux présents dans le morceau de membrane.
– gK est la conductance unitaire de chaque canal (entre 35 et 70 pS pour le canal
KATP ).
Ainsi, il est aisé de déterminer, grâce à la mesure du courant, le nombre de canaux
présents dans le patch et leur activité (ouverture/fermeture).
Le potentiel de membrane étant fixé à -50 mV et l’EK à 0, un flux d’ion traversant
les canaux se traduit par une déflexion du signal enregistré (courant négatif et par
convention entrant, fig. 6.7).
6.1.5 Traitements des données
Un convertisseur analogique–numérique (Digidata 1332) assure la conversion des
signaux analogiques, provenant de l’amplificateur RK–300 (Bio–Logic) et du RSC–
100, en signaux numériques pouvant être alors pris en charge par l’ordinateur (fig.
6.3). Ces signaux comprennent les variations de courant et les changements de per-
fusion correspondants. L’échantillonnage s’effectue ainsi à 1 KHz. Le logiciel Erwin
3.2 (développé par M. Vivaudou au laboratoire) permet de traiter les données ob-
tenues. Tout d’abord, suivant l’amplitude des courants mesurés, les enregistrements
sont filtrés entre 10 et 300 Hz (tab. 6.2). Il faut ensuite effectuer la correction de la
108
CHAPITRE 6. CARACTÉRISATION FONCTIONNELLE
Figure 6.6 – Dispositif de perfusion utilisé pour le patch-clamp.
Figure 6.7 – Trace représentative obtenue par la méthode patch–clamp excisé
"inside–out". L’application de 2 mM ATP permet de bloquer les canaux KATP pré-
sents dans le morceau de membrane. Le passage dans une solution ne contenant pas
d’ATP ouvre les canaux, induisant une déflexion du signal qui traduit une entrée
d’ions potassium. L’ajout d’une solution à 100 µM ATP provoque la fermeture par-
tielle des canaux permettant ainsi de mettre en évidence l’effet de certains composés
tels que les ouvreurs (en bleu).
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Table 6.2 – Fréquences de filtrage des enregistrements suivant l’amplitude du cou-
rant.
ligne de base. Les valeurs sont par la suite exportées dans un fichier .log puis impor-
tées dans Excel. Pour faciliter le traitement statistique des résultats, les valeurs de
courant obtenues sont normalisées par rapport à celles mesurées en absence d’ATP
(courant maximum, canaux ouverts) et en présence de 2 mM ATP (courant mini-
mum, canaux fermés). Elles sont ensuite rassemblées pour pouvoir réaliser les études
statistiques. Chaque enregistrement est noté de 1 à 5, suivant leur qualité, ce critère
servant ensuite au tri des données.
Les ajustements des courbes ont été réalisés avec le logiciel Origin 5.0 (Origin-
Lab). Afin de déterminer les EC50 (ouvreurs) ou les IC50 (ATP), différentes versions
de l’équation de Hill ont été utilisées. Dans le cas des ouvreurs, l’équation suivante
a été appliquée :
f([x]) = i0 +
imax
1 + (EC50[x] )
h
Où,
– [x], la concentration d’ouvreur.
– i0, le courant mesuré en absence d’ouvreur.
– imax, le courant maximal mesuré suite à l’application de l’ouvreur.
– EC50, la concentration pour laquelle la moitié de l’effet maximal est observée.
– h, le coefficient de Hill.
Pour l’ATP, l’équation utilisée est celle-ci :
f([x]) =
i0
1 + ( [x]IC50 )
h
Où,
– [x], la concentration d’ATP.
– i0, le courant mesuré en absence d’ATP.
– IC50, la concentration pour laquelle la moitié de l’inhibition est observée.
– h, le coefficient de Hill.
Les données sont représentées en courant normalisé ± s.e.m. Avec s.e.m., l’erreur
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Figure 6.8 – Principe de la méthode de double micro–électrodes.
6.2 Double micro–électrodes
6.2.1 Principe
Du fait de son diamètre important, l’ovocyte de xénope ne permet pas l’étude des
courants macroscopiques par patch-clamp en configuration cellule entière. En effet,
dans ce cas, le maintien du potentiel imposé à toute la cellule avec une micropipette
s’avère impossible car cela entraînerait des biais dus au phénomène de "space clamp".
Cependant, la taille de l’ovocyte de xénope permet d’utiliser la technique dite de
double micro–électrodes ou two–electrode voltage clamp (TEVC). Cette technique
consiste à maintenir constant le potentiel de membrane de la cellule (Vm) et ce à
une valeur (Vi) déterminée par l’expérimentateur (fig. 6.8). Un amplificateur à contre
réaction (ACR, Geneclamp 500B, Axon Instruments) injecte un courant (I) qui doit
être égal et de signe opposé à celui engendré par les canaux ioniques présents à la
membrane afin d’annuler la différence (Vi-Vm).
6.2.2 Conditions expérimentales
Dans un premier temps, les solutions de ligands sont préparées dans du bain
TEVC de composition suivante : KCl 91 mM, HEPES 5 mM, CaCl2 1,8 mM, MgCl2
1 mM, acide niflumique 0,3 mM, pH 7,4. Les micropipettes sont étirées à partir de
capillaires de borosilicate (Kimble Product Inc.) de façon à obtenir un diamètre de
quelques micromètres, soit une résistance aux alentours de 0,2–0,3 MΩ. Elles sont
par la suite remplies d’une solution de KCl 3 M puis placées sur les électrodes de
mesure et de stimulation. Au début de l’expérience, les ovocytes sont disposés dans
une chambre de perfusion (Automate Scientific) dans le bain TEVC. Le système de
perfusion utilisé est le ValveLink 8.2 (Automate Scientific). Le protocole utilisé im-
pose des pulses de voltage de 500 ms à -50, 0 et 50 mV à intervalles de 5 secondes.
Dans ces conditions, le courant potassique mesuré est entrant à -50 mV. Le système
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Figure 6.9 – Poste de double micro–électrode.
d’acquisition utilisé est le Digidata1440A (Molecular Devices). La variation de cou-
rant est observable via le logiciel d’acquisition Clampex 10.0 (Molecular Devices).
6.2.3 Traitement des données
Lors de l’acquisition des enregistrements, ceux-ci sont échantillonnés à une fré-
quence de 1 KHz. Les données sont ensuite traitées avec le logiciel Clampfit10 (Mo-
lecular Devices). Les valeurs obtenues sont alors transférées dans un fichier Excel
afin de calculer les courants engendrés par les canaux étudiés. Afin de normaliser les
courants, le zéro est déterminé suite à l’ajout de baryum 3 mM et le 1 dans le bain.
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Description
1 Cage de Faraday
2 Digidata 1440a (Molecular Devices)
3 Perfusions
4 Geneclamp 500 (Axon Instruments)
5 Microscope (Wild M3Z, Leica)
6 Electrode de stimulation
7 Electrode de mesure
8 Tête de perfusion
9 Chambre de perfusion (Automate Scientific)
10 ValveLink 8.2 (Automate Scientific)
11–14 Electrodes de référence
12 Dispositif d’aspiration
13 Ovocyte
Table 6.3 – Les différents composants du poste de double micro–électrodes.
Où i est le courant mesuré lors de l’application d’un ligand, iBa2+ le courant mesuré
en présence de baryum et ibain le courant mesuré dans le bain (fig. 6.10). Lorsque le
phénomène (activation ou inhibition) induit par un ligand est réversible, la variation
de courant est mesurée par rapport à la valeur déterminée dans le bain avant et
après application du composé. Ceci a pour conséquence de sous-estimer quelque peu
l’importance des effets observés. Néanmoins, dans le cas des courbes concentration-
réponse et des phénomènes irréversibles, la variation de courant est calculée par
rapport au ibain mesuré en début d’enregistrement. Les pourcentages d’activation et
d’inhibition sont calculés comme suit :
Pourcentageactiv/inhib = (inormalise´ − 1) · 100
Où inormalise´ est la valeur obtenue suite à l’application d’un composé. Cette valeur
est calculée par rapport au 1 et au 0 obtenus dans le bain et en présence de baryum
3 mM. Les données sont ensuite transférées dans le logiciel Origin 5.0 (Originlab)
afin d’effectuer les ajustements ("fittings") suivant une équation de Hill standard :
f(x) =
Max
1 + (EC50[x] )
h
Où
– [x] est la concentration en ligand,
– Max est l’effet asymptotique maximal,
– EC50, la concentration pour laquelle la moitié de l’effet maximal est observée.
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Figure 6.10 – Trace obtenue par la méthode de double-microélectrode. Le courant
basal (ibain) est mesuré dans le bain TEVC (en vert), iBa2+ est déterminé en présence
de Ba2+ à 3 mM.









7.1 Test de composés sur le canal KATP
7.1.1 Position du problème
Le canal KATP , exprimé dans quelque tissu que ce soit, possède un rôle de capteur
de l’activité métabolique de la cellule. Il assure des fonctions telles que la libération
d’insuline, de glucagon au niveau de l’hypothalamus, la cardioprotection (cf. section
1.5.2). . . En cas de dysfonctionnement, le canal KATP est donc à l’origine de patho-
logies à la gravité variable. Il existe d’ores et déjà des composés pouvant bloquer ou
ouvrir le canal dans un but thérapeutique. Ainsi, des ouvreurs agissant sur SUR1
+ Kir6.2 sont utilisés pour traiter l’hyperinsulinémie tandis que des bloqueurs sont
administrés en cas de diabète (cf. section 1.5.3). Il est d’un grand intérêt de trou-
ver de nouvelles molécules ciblant les différents canaux de manière spécifique avec
une grande affinité. Dans cette optique, des chimistes tentent d’élaborer de nou-
veaux composés. C’est dans le cadre d’une collaboration avec le Dr. V. Cecchetti
de l’Université de Pérouse que nous avons testé des dérivés benzothiazines pouvant
potentiellement agir sur l’ouverture du canal KATP .
7.1.2 Test de composés sur le canal KATP
7.1.2.1 Méthodologie adoptée
Douze composés, séparés en trois lots, dont l’effet avait été testé sur des artères
de rats (mesure de la vasodilatation) nous ont été envoyés. Nous avons appliqué ses
douze molécules sur des ovocytes exprimant SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2
et mesuré les modifications induites en "patch–clamp" excisé "inside–out". Nous
avons testé chaque composé à différentes concentrations (10 µM, 30 µM, 100 µM)
en présence d’ATP à 100 µM, exceptés K0CN7 et K0CF7 pour cause d’instabilité à
l’air. Le résumé des expériences est décrit dans le tableau 7.1.
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Figure 7.1 – Effet du composé K0CF1 sur SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2.(a.)
Effet de K0CF1 sur SUR1 et SUR2A + Kir6.2 à 30 µM en présence de 100 µM ATP.
"Contrôle" = 100 µM ATP avant application du composé, "Réversibilité"= 100 µM
ATP après application du composé. ***, intervalle de confiance entre 97 et 100 %.(b.)
Traces représentatives obtenues en "patch–clamp" excisé "inside–out". (c.) Courbe
dose–réponse de K0CF1, l’ajustement correspond à l’équation de Hill la plus proche.
Les essais en présence et absence d’ATP permettent de mettre en évidence un
effet activateur contrant l’inhibition induite par l’ATP. Quatre composés positifs
sont ressortis de ce mini–criblage : K0CN1, K0CF1, PTC1–6Cl7Cl et PTC1–6Cl7F.
Ces quatre molécules sont des ouvreurs spécifiques de SUR2A + Kir6.2 et SUR1 +
Kir6.2.
K0CF1 à 30 µM, en présence d’ATP 100 µM, active spécifiquement SUR2A +
Kir6.2 (30 % d’activation environ), de manière réversible et significative. La courbe
dose–réponse effectuée nous donne une EC50 de 5,45 µM (fig. 7.1). Ce composé a
été testé en absence d’ATP et ne montre aucun effet sur SUR2A + Kir6.2 dans ces
conditions (fig. 7.5). Cela signifie que K0CF1 agit sur SUR2A + Kir6.2 en réduisant
l’inhibition par l’ATP. K0CN1 est le second composé identifié comme agissant sur
SUR2A + Kir6.2 (activation autour de 40 % à 30 µM). Tout comme K0CF1, il s’agit
d’un ouvreur dont l’effet est réversible. Si nous observons la courbe dose–réponse,
nous remarquons qu’aux concentrations élevées, le palier n’est pas atteint. En effet,
nous n’avons pas pu tester des concentrations plus élevées car nous avions atteint la
limite de solubilité du composé. Nous pouvons cependant estimer que l’EC50 se situe
aux alentours de 220 µM (fig. 7.2).
PTC1–6Cl7F est, quant à lui, actif sur le canal KATP composé par SUR1 +
Kir6.2. L’ajout de ce composé à 30 µM induit une activation réversible d’environ
40 %. De plus, son application sur SUR2A + Kir6.2 ne provoque aucun changement
significatif de courant, que ce soit en présence ou en absence d’ATP (fig. 7.5). La
courbe dose–réponse présente le même profil que la précédente, nous n’avons pas
pu obtenir de plateau dans les concentrations élevées et nous ne pouvons qu’estimer
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Figure 7.2 – Effet du composé K0CN1 sur SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2.(a.)
Effet de K0CN1 sur SUR1 et SUR2A + Kir6.2 à 30 µM en présence de 100 µM
ATP. "Contrôle" = 100 µM ATP avant application du composé, "Réversibilité"=
100 µM ATP après application du composé. ***, intervalle de confiance entre 97 et
100 %.(b.) Traces représentatives obtenues en "patch–clamp" excisé "inside–out".
(c.) Courbe dose–réponse de K0CN1, l’ajustement correspond à l’équation de Hill la
plus proche. Potentiel : -50 mV.
l’EC50 comme se situant aux environs de 140 µM (fig. 7.3). PTC1–6Cl7Cl est égale-
ment un ouvreur spécifique de SUR1 + Kir6.2. L’activation d’environ 50 % induite
par 30 µM PTC1–6Cl7Cl, en 100 µM ATP, est significative, mais irréversible. Le
composé est donc bloqué dans son site de liaison et il est très difficile de l’en déloger
par simple lavage, même prolongé. La courbe dose–réponse n’a pas pu être effectuée
pour cause d’ovocytes de mauvaise qualité (fig. 7.4).
7.1.2.2 Discussion
Nous avons donc mis en évidence quatre composés ayant un effet positif sur
SUR1 + Kir6.2 (PTC1–6Cl7Cl et PTC1–6Cl7F) et sur SUR2A + Kir6.2 (K0CN1
et K0CF1). Nous ne connaissons cependant pas les formules développées de ces mo-
lécules puisqu’elles ne nous ont pas été fournies. Deux composés, K0CN7 et K0CF7
semblaient, d’après le Dr. Cecchetti avoir un certain potentiel. Néanmoins, leur insta-
bilité à l’air en fait des produits difficiles à tester avec la technique de patch–clamp.
Nous avons toutefois tenter de les tester, en préparant une solution en boîte à gants
mais les résultats obtenus n’ont montré aucun effet probant sur SUR1 + Kir6.2 et
SUR2A + Kir6.2. Nous avons donc abandonné les tests de ces composés. Les ouvreurs
tels que K0CN1, K0CF1, PTC1–6Cl7F ou encore PTC1–6Cl7Cl, agissant spécifique-
ment sur SUR2A + Kir6.2 ou SUR1 + Kir6.2 respectivement, peuvent constituer de
futurs médicaments permettant de traiter des pathologies telles que l’hyperinsuliné-
mie (SUR1 + Kir6.2). Le but était de trouver des composés ayant une forte affinité
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Figure 7.3 – Effet du composé PTC1–6Cl7F sur SUR1 + Kir6.2 et SUR2A +
Kir6.2.(a.) Effet de PTC1–6Cl7F sur SUR1 et SUR2A + Kir6.2 à 30 µM en présence
de 100 µM ATP. "Contrôle" = 100 µM ATP avant application du composé, "Réversi-
bilité"= 100 µMATP après application du composé. ***, intervalle de confiance entre
97 et 100 %.(b.) Traces représentatives obtenues en "patch–clamp" excisé "inside–
out". (c.) Courbe dose–réponse de PTC1–6Cl7F , l’ajustement correspond à l’équa-
tion de Hill la plus proche. Potentiel : -50 mV.
Figure 7.4 – Effet du composé PTC1–6Cl7Cl sur SUR1 + Kir6.2 et SUR2A +
Kir6.2.(a.) Effet de PTC1–6Cl7Cl sur SUR1 et SUR2A + Kir6.2 à 30 µM en présence
de 100 µM ATP. "Contrôle" = 100 µM ATP avant application du composé, "Réversi-
bilité"= 100 µMATP après application du composé. ***, intervalle de confiance entre
97 et 100 %.(b.) Traces représentatives obtenues en patch–clamp excisé "inside–out".
Potentiel : -50 mV.
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Figure 7.5 – Effet des composés K0CN1 (a), K0CF1 (b), PTC1–6Cl7Cl (c), PTC1–
6Cl7F (d) sur SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2 en 0 µMATP. L’inhibition observée
en (b), (c) et (d) est due au "run–down". Potentiel : -50 mV.
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K0CF1 Oui - +++ - -
K0CF7* Non ∅ ∅ ∅ ∅
K0CN1 Oui - +++ - -
K0CN7* Non ∅ ∅ ∅ ∅
K0Br3 Oui - - - -
Lot 2
K0Br3D Oui - - - -
K1Br3D Oui - - - -
K2Br3D Oui - - - -
Lot 3
PTC1–7Me Oui - - - -
PTC1–7OMe Oui - - - -
PTC1–6Cl7Cl Oui +++ - - -
PTC1–6Cl7F Oui ++ - - -
Table 7.1 – Récapitulatif des composés testés. *L’instabilité à l’air de ces deux
composés a rendu leur préparation et leur test difficiles.
pour le canal KATP . Les EC50 obtenues sont du même ordre que celles des ouvreurs
déjà existants (diazoxide : 140 µM sur SUR1, 76 µM sur SUR2A, pinacidil : 100 µM
sur SUR2A + Kir6.2 [205]).
7.2 Etude de l’effet de pesticides sur le canal KATP
7.2.1 Position du problème
De nos jours, les pesticides sont utilisés de manière courante. De nombreux cas
d’intoxication suite à l’exposition à de tels composés ont été recensés. Ils touchent
principalement les agriculteurs qui, lors de l’exercice de leurs fonctions, sont en pre-
mière ligne. Ainsi, l’amitraz, un pesticide servant à éliminer un bon nombre d’in-
sectes, peut provoquer chez l’Homme des symptômes tels que l’hyperglycémie, la
bradycardie, l’hypotension, ou dans les cas les plus graves, le coma [2]. La nature
de ces effets pourrait laisser à penser que le canal KATP constitue une des cibles de
cet insecticide. Dans cette optique, nous avons testé l’amitraz sur SUR1 + Kir6.2 et
SUR2A + Kir6.2 en "patch–clamp" excisé "inside–out".
Au cours de cette étude, nous nous sommes également intéressés à un insecti-
cide appartenant à la classe des benzoylurées, le diflubenzuron. Ce dernier agirait en
inhibant la synthèse de chitine, composant essentiel de l’exosquelette des insectes.
En outre, il a été montré que cet insecticide agissait sur le transporteur DSUR, que
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Figure 7.6 – Effet du diflubenzuron sur le canal KATP . Le diflubenzuron a été testé
sur SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2 en présence de 10 µM ATP ou 100 µM ATP.
Potentiel : -50 mV.
l’on retrouve chez Drosophila melanogaster. Ce transporteur est très proche du SUR
humain, et, lorsqu’il est exprimé seul en ovocytes de xénope, produit un courant
potassique sensible au glibenclamide [213]. DSUR semble être impliqué dans l’em-
bryogenèse de la drosophile. De plus, des expériences réalisées sur des larves de
blatte et de drosophile ont mené à la conclusion que le glibenclamide (inhibiteur des
canaux KATP ) et le diflubenzuron avaient des effets similaires sur le développement
de ces larves [1]. Ceci suggère donc que le diflubenzuron possède la même cible que
le glibenclamide, connu pour inhiber DSUR in vitro. DSUR étant très proche de SUR
humain, nous avons décidé d’étudier les effets du diflubenzuron sur le canal KATP .
7.2.2 Résultats
7.2.2.1 Effet du diflubenzuron
Le diflubenzuron a été testé sur SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2, et ce, en
présence d’ATP à 10 µM et 100 µM. Nous remarquons que, dans le cas de SUR1 +
Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2, le diflubenzuron n’entraîne aucune modification signifi-
cative de courant à 10 µM en présence 10 µM ATP. Ceci aurait pu nous permettre
de mettre en évidence un effet inhibiteur du diflubenzuron, ce qui n’est apparem-
ment pas le cas. De la même façon, nous n’observons pas de changement de courant
significatif induit par le diflubenzuron appliqué à 10 µM en présence d’ATP à 100
µM.
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Figure 7.7 – Effet de l’amitraz sur le canal KATP . L’amitraz a été testé sur SUR1 +
Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2 en présence de 10 µM ATP ou 100 µM ATP. Potentiel :
-50 mV.
7.2.2.2 Effet de l’amitraz
Nous avons appliqué de l’amitraz à 10 µM sur les canaux KATP composés par
SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2, et ce, en présence de deux concentrations d’ATP
différentes (10 et 100 µM). L’ajout concomitant d’amitraz à 10 µM et d’ATP à 10
µM ne provoque aucune modification significative de courant, fait également observé
en présence d’ATP 100 µM.
7.2.3 Discussion
Les résultats obtenus tendent à montrer que l’amitraz et le diflubenzuron n’ont
pas d’effet sur les canaux KATP composés par SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2.
Néanmoins, pour pouvoir complètement conclure, il faudrait effectuer des doses–
réponse pour chaque composé. La concentration de 10 µM est relativement élevée
en comparaison des EC50 de certains ouvreurs ou inhibiteurs (cf. section 1.5.3).
Le diflubenzuron possède un groupement urée, tout comme le glibenclamide et le
tolbutamide, bloqueurs bien connus du canal KATP . Il semble de plus cibler DSUR,
homologue du récepteur SUR de mammifère [6]. Ce même récepteur est bloqué par le
glibenclamide. Nous nous attendions donc à observer une inhibition du canal KATP
par le diflubenzuron, ce qui n’est pas le cas. Cela suggère que le glibenclamide n’agit
pas de la même manière sur SUR et DSUR, supposant l’existence d’un autre site
d’interaction dans DSUR. Il a été montré que DSUR présentait une séquence unique
de 1,7 kb. Cette protéine pourrait donc posséder un site d’action différent de SUR
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pour le glibenclamide et le diflubenzuron.
L’amitraz ne semble pas avoir moduler l’activité des canaux KATP constitués
de SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2. Les symptômes observés en cas d’intoxi-
cation (hyperglycémie, hypotension. . . ) résultent de l’interaction du composé avec
le récepteur α2D adrénergique [2] et ne masqueraient pas d’éventuels effets sur le
canal KATP .
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8.1 Nouveaux ICCR : de la conception à la caractérisa-
tion
8.1.1 Position du problème
Dans le laboratoire, deux ICCR ont été élaborés [206]. Le premier fait intervenir
le récepteur muscarinique M2 (M2–K0-25) et le second le récepteur dopaminergique
D2 (D2–K0-25). De nombreuses manipulations d’ingénierie génétique ont été néces-
saires afin d’optimiser le couplage entre les GPCR et Kir6.2. Cette étape réalisée, la
liaison des ligands respectifs sur ces deux ICCR provoque, pour le M2–K0-25, une
ouverture du canal et pour le D2–K0-25 une fermeture. Ces deux comportements
opposés ont levé quelques interrogations quant au mécanisme de couplage existant
entre ces GPCR et Kir6.2. Le canal Kir6.2 a été choisi, tout d’abord, pour des rai-
sons historiques. En effet, le canal KATP est un des centres d’attention de l’équipe
depuis de nombreuses années. De plus, Kir6.2 constitue un candidat idéal puisque
son "gating", au sein du canal KATP , est régulé par un récepteur (SUR). Ainsi, il
semblait plausible d’utiliser ce canal pour élaborer ces biocapteurs.
Afin de comprendre plus avant le mécanisme à l’origine de la communication entre
deux protéines, qui, naturellement, ne fonctionnent pas de concert, il a semblé néces-
saire de construire de nouveaux ICCR. De plus, la compréhension du fonctionnement
des ICCR pourrait apporter des éléments concernant la régulation du "gating" de
Kir6.2.
Le choix des GPCR à coupler à Kir6.2 s’est porté sur les récepteurs β2 adr-
énergique (β2), dopaminergique D3 (D3), cannabinoïde 1 (CB1), CCR2 et l’opsine
(ops). En se basant sur les données obtenues avec les ICCR pionniers M2–K0-25 et
D2–K0-25, nous avons construit les ICCR β2–K0-25, D3–K0-25, CB1–K0-25, CCR2–
K0-25 et ops–K0-25. Nous nous sommes ensuite attelés, lorsque cela était nécessaire
à l’optimisation de ces couples (amélioration de l’expression de surface ou de la
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Figure 8.1 – Alignement de la zone de fusion entre différents GPCR et Kir6.2.
L’alignement des extrémités C–ter de M2, D2 et β2 est possible grâce à la présence
de l’hélice H8 et d’une cystéine palmitoylée conservées. Le récepteur β2 adrénergique
possède 62 résidus en C–ter de plus que M2 et 73 de plus que D2.
communication) par ingénierie génétique. Les choix de l’opsine et du récepteur β2
adrénergique pourraient s’avérer utiles dans le cadre de la compréhension du méca-
nisme des ICCR et dans l’élaboration de modèles moléculaires puisque les structures
de ces GPCR sont connues. Les tests de fonctionnalité ont été effectués en utilisant
la technique de double micro–électrodes sur ovocyte de xénope (cf. section 6.2).
8.1.2 Construction des couples β2–Kir6.2
Le couple β2–K0-25 a été construit au laboratoire par Christophe Moreau (cf.
section 4.2.3). Les tests de fonctionnalité de cet ICCR n’étant pas probants, il a fallu
modifier le couplage pour obtenir une réponse suite à la liaison d’un ligand adréner-
gique. Pour ce faire, nous avons opté pour une approche reposant sur l’alignement de
séquences des extrémités C–ter du M2, D2 et β2. Cet alignement est possible grâce
à la présence d’une hélice conservée en C–ter des GPCR de classe A, l’hélice H8
(fig. 8.1). Ainsi, nous avons décidé de supprimer 62 et 73 acides aminés du C–ter de
β2 dans le but d’obtenir la même longueur de "linker" que M2–K0-25 et D2–K0-25,
respectivement (fig. 8.2). Les deux ICCR résultants sont appelés "M2–like" et "D2–
like". Nous suspectons en effet la longueur du "linker" comme étant déterminante
pour la qualité du couplage entre le GPCR et Kir6.2.
8.1.2.1 Avant la fonctionnalité, l’expression
De manière générale, le courant basal reflète de façon proportionnelle le niveau
d’expression membranaire de canaux ioniques. Ainsi, afin de déterminer si le ni-
veau d’expression est suffisant pour l’étude des ICCR nous mesurons au préalable
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Figure 8.2 – Stratégie mise en œuvre pour élaborer les ICCR basés sur le récepteur
β2 adrénergique.
le courant basal. Ainsi, comme le montre la figure 8.3, les constructions β2–K0-25,
β2–K-62-25 et β2–K-73-25 présentent un niveau d’expression proche de celui des
ovocytes non injectés témoignant d’un déficit d’expression de surface. Cette faible
expression étant un obstacle à l’étude de la fonctionnalité des ICCR, nous avons tenté
de corriger ce problème. Dans ce but, nous avons adopté trois approches différentes.
L’une d’entre–elles est basée sur l’utilisation d’un mutant du récepteur β2 adr-
énergique (Glu122Trp) connu pour augmenter son expression de surface dans les
cellules d’insecte sf9 [254]. Cette mutation concerne un résidu situé dans l’hélice III,
à l’interface entre les hélices III-IV-V. Elle est à une position équivalente à celle d’un
Trp présent dans la rhodopsine, récepteur connu pour sa relative stabilité confor-
mationnelle. Ainsi, la substitution de la Glu122 par un Trp aboutit à la formation
d’un récepteur β2 adrénergique plus stable que le "sauvage", et ce, en contraignant
le mouvement d’une Pro située dans l’hélice V. Les courants de base mesurés avec
ces mutants (β2E122W–K0-25, β2E122W–K-62-25 et β2E122W–K-73-25) sont, tout
comme dans le cas des types "sauvages", aux environs de 0,2 µA, valeur proche du
courant basal d’ovocytes non injectés (fig. 8.3(a)).
Une autre approche repose sur la co–expression de TMD0 (premier domaine
transmembranaire de SUR1) avec β2–K0-25, β2–K-62-25 et β2–K-73-25. Celui–ci a
été montré comme étant capable d’interagir avec Kir6.2 et de moduler ses propriétés
biophysiques [20, 46, 81]. Ce domaine est également suspecté de faciliter l’accès de
Kir6.2 à la membrane plasmique. Les courants basaux sont, en moyenne, multipliés
par cinq , passant d’environ 0,2 µA à 0,8 µA pour β2–K0-25, de 0,25 µA à 1,2 µA pour
β2–K-62-25 et de 0,15 µA à 0,8 µA pour β2–K-73-25 (fig. 8.3(a)). La co–expression
de TMD0 avec ces ICCR permet donc d’augmenter leur expression. Non contents de
cette découverte, nous avons tout de même voulu, dans une optique de simplification
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Figure 8.3 – Courants basaux obtenus avec les différentes constructions testées.
(a) Les courants de base de β2–K0-25, β2–K-62-25 et β2–K-73-25 sont proches de
celui des ovocytes non injectés. Il en est de même pour les ICCR comprenant le
mutant β2E122W. La co–expression de β2–K0-25, β2–K-62-25 et β2–K-73-25 avec
TMD0 augmente environ cinq fois la valeur du courant basal. (b) Les délétions N–
terminales du récepteur β2 adrénergique au sein des fusions avec Kir6.2 n’augmentent
pas le courant de base. Potentiel : -50 mV.
du système, trouver un moyen de nous affranchir de ce domaine accessoire.
Nous avons également opté pour la délétion progressive de l’extrémité N–ter de
β2. En effet, il a été montré, avec les récepteurs CB1 et α1D adrénergique que la
suppression d’un certain nombre d’acides aminés en N–ter permet d’améliorer leur
niveau d’expression [10, 105]. Le mécanisme à la base de cette observation serait lié
à la facilitation de la translocation de ces récepteurs à la sortie du RE. Nous avons
progressivement délété le N–ter du récepteur β2 adrénergique dans la construction
β2–K-62-25 (∆N10, ∆N15, ∆N20, ∆N25). Quelle que soit la longueur de la délé-
tion, aucun effet positif n’est observé sur le niveau de courant basal mesuré et, par
conséquent, sur l’expression des protéines de fusion. Nous avons également tenté de
remplacer l’extrémité N–ter de β2 par celle de M2 (NtM2∆N28, le niveau d’expres-
sion de M2–K0-25 étant relativement élevé). Cette manipulation n’a pas donné lieu
à des résultats probants (fig. 8.3(b)).
A l’issue de ces expériences, nous avons décidé d’étudier la fonctionnalité de
β2–K0-25, β2–K-62-25 et β2–K-73-25 en les co–exprimant avec TMD0.
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8.1.2.2 Les couples β2–K0-25, β2–K-62-25 et β2–K-73-25 sont-ils fonction-
nels ?
Dans le but de tester la fonctionnalité des couples β2–K0-25, β2–K-62-25 et β2–
K-73-25, nous avons utilisé un agoniste total, l’isoprotérénol à 0,5 µM. Ce composé
est prescrit dans le cadre du traitement de l’asthme ou des bronchites chroniques.
Les mesures effectuées avec β2–K0-25 montrent que la modification induite par 0,5
µM d’isoprotérénol se situe autour de 0 %. La construction "M2–like" (β2–K-62-
25) répond à l’isoprotérénol à hauteur de 74 % environ. Enfin, l’activation observée
dans le cas de la construction "D2–like" (β2–K-73-25) s’élève à 44 % (fig. 8.4 (a
et b)). Nous pouvons donc conclure que la construction comprenant le récepteur
β2 adrénergique dans sa totalité ne répond pas à l’isoprotérénol, suggérant que la
transmission du changement de conformation provoqué par la liaison du ligand sur
β2 n’a pas lieu. Les ICCR β2–K-62-25 et β2–K-73-25 sont, quant à eux, fonctionnels
puisqu’ils répondent à l’ajout d’isoprotérénol, le premier semblant plus sensible que
le second (75 % vs. 40 %). Nous pouvons donc en déduire que la longueur du lien
entre β2 et Kir6.2 joue un rôle primordial dans la qualité du couplage.
Les courbes concentration–réponse d’isoprotérénol confirment que β2–K0-25 n’est
pas fonctionnel. Un contrôle, effectué avec le récepteur β2 co–exprimé avec Kir∆C36
(capable de s’exprimer sans SUR) et TMD0 montre que les réponses observées ne
sont pas dues à une communication indirecte entre le GPCR et Kir6.2. Les réponses
de β2–K-62-25 et β2–K-73-25 sont concentrations–dépendantes et les EC50 calculées
avec le logiciel Origin sont égales à 155 nM et 341 nM, respectivement (fig. 8.4 (c)).
Ces valeurs sont cohérentes avec celles obtenues par d’autres techniques [25, 255,
291, 339].
Nous avons exploré l’effet d’un antagoniste du récepteur β2 adrénergique, l’alpre-
nolol, à 5 µM, en présence d’isoprotérénol 0,5 µM. En premier lieu, cet antagoniste
ne présente aucun effet sur le couple β2–K0-25. Ceci confirme ce dernier n’est pas
fonctionnel et également que l’alprenolol n’a pas d’effet non spécifique sur Kir6.2
ou les ovocytes de xénope. Dans le cas de β2–K-62-25 et β2–K-73-25, l’application
d’alprenolol à 5 µM en présence d’isoprotérénol 0,5 µM provoque l’inhibition de la
réponse induite par ce dernier (fig. 8.5). Notre système est donc capable de détecter
la présence d’antagonistes.
Comme le décrit la section 2.1.1.5, il existe des ligands, appelés agonistes partiels,
qui peuvent activer les GPCR dans une moindre mesure. Le salbutamol fait partie
des agonistes partiels du récepteur β2 adrénergique. Nous l’avons donc testé sur
la construction la plus active, β2–K-62-25. La réponse obtenue est concentration–
dépendante et le maximum d’activation est au même niveau que celui mesuré pour
l’isoprotérénol. L’EC50 du salbutamol est d’environ 400 nM (fig. 8.6). β2–K-62-25
peut donc détecter un agoniste partiel mais ne distingue pas, en terme d’amplitude
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Figure 8.4 – Test de la fonctionnalité de β2–K0-25, β2–K-62-25 et β2–K-73-25.
Les valeurs sont obtenues avec la méthode de double–microélectrodes. (a) Traces
de double–microélectrodes représentatives pour les trois ICCR. (a et b) β2–K0-25 ne
répond pas à l’application d’isoprotérénol 0,5 µM tandis que β2–K-62-25 et β2–K-73-
25 sont activés à 75 % et 40 % respectivement. (c) Courbes concentration–réponse
d’isoprotérénol. Les ajustements sont effectués suivant l’équation de Hill. h=1. **
p<0,005. Potentiel : -50 mV.
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Figure 8.5 – Effet provoqué par un antagoniste, l’alprenolol, sur β2–K0-25, β2–
K-62-25 et β2–K-73-25. (a) Enregistrements représentatifs obtenus par la technique
de double–microélectrodes. L’application d’alprenolol 5 µM sur β2–K-62-25 et β2–
K-73-25 en présence d’isoprotérénol 0,5 µM inhibe l’effet induit par ce dernier.(b)
L’inhibition provoquée par l’alprenolol est de l’ordre de 65 % pour β2–K-62-25 et
35 % pour β2–K-73-25. Potentiel : -50 mV.
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Figure 8.6 – Courbe concentration–réponse du salbutamol effectuée avec β2–K-62-
25 + TMD0. L’ajustement a été réalisé suivant l’équation de Hill la plus proche.h=1.
Potentiel : -50 mV.
réponse, un agoniste partiel d’un total. De plus le salbutamol laisse apparaître un
léger effet sur β2 co–exprimé avec Kir∆C36 et TMD0.
Un autre type de ligand est celui des agonistes inverses. Ils peuvent inhiber l’acti-
vité constitutive (i.e. en absence de ligand) des GPCR en se liant préférentiellement
à la configuration inactive. Pour étudier la sensibilité de notre système, nous avons
appliqué du timolol, agoniste inverse du récepteur β2 adrénergique. Nous nous atten-
dions donc à voir une diminution du courant suite à l’ajout de ce composé. Cepen-
dant, les résultats obtenus laissent penser que le timolol n’engendre aucune réponse
significative que ce soit dans le cas de β2–K-62-25 ou β2–K-73-25 (fig. 8.7). Ces deux
ICCR ne seraient donc pas suffisamment sensibles pour détecter la présence d’un
agoniste inverse tel que le timolol. Ceci peut être dû au fait que les changements de
conformation associés à l’activité constitutive du récepteur β2 adrénergique ne sont
pas suffisamment importants pour être transmis à Kir6.2 ou que la fusion a pour
conséquence une diminution de l’activité du récepteur.
8.1.2.3 Etude fonctionnelle des mutants β2E122W
La mutation Glu122Trp, décrite plus haut (section 8.1.2.1), a pour propriété de
rendre le récepteur β2 adrénergique plus stable, en contraignant le mouvement de
la Pro211 située dans l’hélice V. Ainsi, nous avons voulu savoir si les modifications
conformationnelles dues à cette mutation étaient détectables avec β2–K-62-25 et
β2–K-73-25. Pour cela, nous avons comparé les courbes concentration–réponse de
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Figure 8.7 – Courbe concentration–réponse du timolol avec β2–K-62-25 et β2–K-
73-25. Potentiel : -50 mV.
Figure 8.8 – (a) Courbes concentration–réponse d’isoprotérénol réalisées avec les
mutants E122W.(b) Localisation de la Glu122 dans le récepteur β2 adrénergique.
Potentiel : -50 mV.
β2–K-62-25 et β2E122W–K-62-25, et de β2–K-73-25 et β2E122W–K-73-25. Il s’avère
que, pour β2–K-62-25 et β2E122W–K-62-25, les EC50 sont assez proches (155 nM
et 247 nM respectivement, fig. 8.8). La réponse maximale de β2E122W–K-62-25 est
inférieure à celle de β2–K-62-25 (50 % vs 65 %). β2–K-73-25, quant à lui, présente
une réponse tellement altérée qu’il nous a été impossible de réaliser un ajustement
suivant l’équation de Hill. Nous remarquons que l’amplitude maximale passe de 40 %
à environ 10 %. Dans le cas de l’ICCR β2–K-73-25 le couplage semble être hautement
dégradé voire inexistant (fig. 8.8).
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8.1.2.4 Discussion
TMD0, protéine accessoire nécessaire à l’adressage des couples β2–Kir6.2
Dans le cadre de l’étude des couples β2–Kir6.2, nous avons dû trouver un moyen
d’augmenter leur expression. La solution la plus efficace s’est avérée être la co–
expression de ces constructions avec TMD0, domaine N–ter transmembranaire de
SUR1. Au sein du canal KATP , TMD0 servirait de point d’ancrage de SUR à Kir6.2.
L’interaction entre TMD0 et Kir6.2 a été démontrée à plusieurs reprises [46, 20, 81],
ceci allant dans le sens de notre observation. De plus, il a été mis en évidence que
les canaux formés par Kir6.2∆ + TMD0 présentent une Po plus élevée que le canal
KATP . Ceci pourrait être à l’origine d’une partie de l’augmentation de courant basal
mesuré dans le cas des couples β2–Kir6.2 co–exprimés avec TMD0. En outre, Babenko
et al. avaient déjà proposé l’effet positif de TMD0 sur l’expression de surface de
Kir6.2 [20]. Ainsi, TMD0 pourrait faire office de chaperonne pour les ICCR basés
sur le β2, les aidant à se replier correctement et à atteindre la membrane plasmique
sans encombre. L’insertion de TMD0 dans le complexe formé par β2–Kir6.2 pourrait
également modifier la disposition du β2 par rapport à Kir6.2 et rendre le couplage
plus efficace.
La longueur du "linker" est déterminante pour la qualité couplage Nous
avons montré que la réponse à l’agoniste des ICCR basés sur le récepteur β2 adréner-
gique était dépendante de la taille du "linker". La construction β2–K0-25 n’est pas
sensible à l’isoprotérénol tandis que les versions "M2–like" et "D2–like" répondent
à l’application de cet agoniste. En outre, nous remarquons que l’amplitude de la
réponse observée varie suivant la délétion. Ainsi, β2–K-62-25 (forme "M2–like") pré-
sente une réponse maximale aux alentours de 65 % tandis que β2–K-73-25 ("D2–
like") peut présenter une activation maximale de 40 % environ. Ceci témoigne donc
du fait que la qualité du couplage varie en fonction de la longueur du "linker" entre
β2 et Kir6.2. Un point étonnant est l’activation observée dans le cas de la forme
"D2–like". Le résultat que nous attendions était en fait une inhibition. En effet, la
forme "D2–like" de l’ICCR M2–Kir6.2, M2–K-9-25, permet de retrouver le même
type de réponse que la construction D2–K0-25 (i.e. une inhibition, Moreau et al.,
en préparation). Ceci confirme donc que la taille du "linker" est déterminante pour,
non seulement la qualité du couplage, mais également le profil de réponse observé.
La longueur du lien semble modifier le positionnement du GPCR, modulant ainsi le
"gating" de Kir6.2 de manière différente. Si le "linker" est trop long, ce qui est le cas




β2–Kir6.2, nouveau biocapteur électrique Cette étude nous a permis d’éla-
borer un nouveau biocapteur électrique, dans la lignée de M2–K0-25 et D2–K0-25.
Il est capable de détecter la présence d’agonistes (isoprotérénol, salbutamol), d’an-
tagonistes (alprenolol) spécifiques du récepteur β2 adrénergique. Il pourrait donc
constituer un outil de criblage haut débit dans le cadre de la recherche de médi-
caments potentiels pouvant agir sur le récepteur β2 adrénergique. Ce système, de
par sa petite taille (nm), semble être tout particulièrement adapté à la création de
biopuces. Il serait intégré dans une bicouche lipidique artificielle, la liaison d’un li-
gand entraînant des modifications de courant facilement mesurables en temps réel.
En outre, les expériences effectuées montrent que les propriétés pharmacologiques
du récepteur ne sont pas modifiées puisque les EC50 mesurées sont cohérentes avec
celles trouvées par l’intermédiaire d’autres méthodes. Un bémol pourrait être le fait
que nous ne voyons pas de différence d’activation entre l’agoniste total (isoprotéré-
nol) et l’agoniste partiel (salbutamol). Le fait est que le salbutamol et l’isoprotérénol
se fixeraient au niveau du même site, engendrant des changements de conformation
similaires [151]. Notre système ne semble donc pas être suffisamment sensible pour
détecter ces modifications. Une des explications pourrait provenir du fait que Kir6.2
détecte de manière directe, sans intermédiaire, sans amplification, les changements
de conformation du récepteur. Il en est de même pour l’agoniste inverse (timolol), qui
doit, en théorie, inhiber l’activité constitutive du GPCR. De plus, il a été montré que
l’activité constitutive des GPCR est dépendante des systèmes d’expression utilisés
[272], ceci pouvant signifier que le récepteur β2 adrénergique est faiblement actif en
absence de ligand, dans l’ovocyte de xénope.
β2–Kir6.2, outil de caractérisation fonctionnelle ? Certaines expériences réa-
lisées au cours de cette étude ont laissé se profiler le potentiel des ICCR en tant
qu’outil de caractérisation fonctionnelle. Nous avons exploré l’effet d’une mutation
stabilisant le récepteur β2 adrénergique grâce aux couples β2–Kir6.2. Dans ce but,
nous avons comparé la sensibilité et la qualité du couplage entre les ICCR fai-
sant intervenir le récepteur "sauvage" et le mutant. La comparaison des courbes
concentration–réponse de β2–K-62-25 et β2E122W–K-62-25 suggère que, dans cette
dernière construction, le couplage serait un peu moins efficace (50 %) que dans le
cas du "sauvage" (65 %). Les EC50 restent cependant très proches (β2–K-62-25 : 155
nM et β2–K-73-25 : 247 nM). La différence est d’autant plus flagrante avec le couple
β2–K-73-25, qui, lorsqu’il comprend le récepteur muté ne répond plus à l’agoniste.
Cette altération du couplage induite par une mutation ponctuelle dans β2 provoque
donc des modifications au niveau du changement de conformation subit par le récep-
teur. La mutation E122W a pour but de stabiliser le récepteur et ceci se répercute
sur sa capacité à moduler le "gating" de Kir6.2. Dans le β2 "sauvage", la fixation
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d’un agoniste entraîne de nombreux changements conformationnels dont certains au
niveau de l’hélice V [271]. Une proline (Pro211) se situant dans cette hélice permet,
en changeant de conformation, de modifier la courbure de cette dernière. Dans le
cas du mutant Glu122Trp, le noyau aromatique de la Trp permettrait de stabiliser,
entre autres, cette Pro211 contraignant ainsi le mouvement de l’hélice V [254]. Roth
et al., dans leur étude sur ce mutant, avaient effectué des analyses de "binding", ne
trouvant pas de différence entre les constantes de dissociation du récepteur "sauvage"
et du mutant. De plus, des expériences de mesure du taux d’AMPc ont permis de
conclure que le β2Glu122Trp était toujours fonctionnel. Grâce à notre système, nous
pouvons donc observer de manière quasi directe les effets d’une telle mutation sur la
dynamique du récepteur, chose impossible avec les méthodes couramment utilisées.
Les ICCR pourraient donc servir d’outil d’étude fonctionnelle de GPCR. A l’opposé,
l’utilisation de mutants de GPCR pourraient nous permettre de mieux comprendre
le mécanisme de couplage qui a lieu dans les ICCR. Nous avons également voulu
constituer un ICCR basé sur le récepteur β2T4L (récepteur β2 adrénergique dont la
boucle i3 a été remplacée par le lysozyme T4), qui a été élaboré dans le cadre de la
résolution de la structure du récepteur, afin d’en tester la fonctionnalité. Malheureu-
sement, l’expression de cette construction n’était pas suffisante pour la caractériser,
et ce, même en présence de TMD0 (courant basal= 0,22 µA, n=8).
8.1.3 Le couple D3–Kir6.2
8.1.3.1 Construction du couple D3–Kir6.2
Tout comme pour l’élaboration des couples β2–Kir6.2, nous avons effectué l’ali-
gnement des séquences de M2, D2 et D3 afin de déterminer si D3 présentait une
partie C–ter identique, plus courte ou plus longue que celles de M2 et D2. Il s’est
avéré que D3 partage environ 50 % d’identité de séquence avec D2 et possède la même
longueur C–ter que ce dernier. Ces deux récepteurs ne possèdent pas d’acides aminés
supplémentaires après l’hélice H8 (cf. fig. 8.9). La similitude entre D2 et D3 est de
bonne augure puisque cela suggère que le couple D3–Kir6.2 pourrait être fonctionnel
sans modification de la taille du lien entre le GPCR et le canal. La construction de
D3–K0-25 a été réalisée suivant le protocole décrit dans la section 4.2.3.
8.1.3.2 Expression de D3–K0-25
Une fois la protéine de fusion D3–K0-25 construite, nous l’avons exprimée dans
l’ovocyte de xénope et avons mesuré les courants grâce à la méthode de double–
microélectrodes. Le courant basal, comme expliqué précédemment, est un indicateur
du niveau d’expression des canaux ioniques. Dans le cas de la fusion D3–K0-25 le
courant de base mesuré est en moyenne de 0,43 µA ce qui correspond à un taux
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Figure 8.9 – Alignement de la zone de fusion de M2–K0-25, D2–K0-25 et D3–K0-25.
Figure 8.10 – Courant basal de la construction D3–K0-25 seul ou en présence de
TMD0. Potentiel : -50 mV.
d’expression moyen (fig. 8.10). Dans une optique d’amélioration, nous avons co–
exprimé D3–K0-25 et TMD0 et le courant basal mesuré atteint une moyenne de 5,7
µA (fig. 8.10). TMD0 permet d’augmenter d’environ dix fois le courant basal de
D3–K0-25, phénomène déjà observé avec les couples β2–Kir6.2.
8.1.3.3 Caractérisation de D3–K0-25
Afin de tester la fonctionnalité de D3–K0-25, nous avons utilisé la dopamine.
L’ajout de cette dernière à 0,3 µM engendre une diminution du courant d’environ
17 % qui est réversible lorsque le ligand est retiré du milieu (fig. 8.11). Cependant,
dans le cas de la fusion co–exprimée avec TMD0, l’application de dopamine 0,3 µM
ne donne pas lieu à un changement significatif du courant mesuré (-3 %, fig. 8.11).
Le comportement de D3–K0-25 est semblable à celui de D2–K0-25 puisque tous deux
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Figure 8.11 – Test de fonctionnalité de D3–K0-25. (a) Traces représentatives obte-
nues en double–microélectrodes. (b) Variation de courant induite par la dopamine à
0,3 µM. Potentiel : -50 mV.
engendrent une inhibition. Ces données pourraient nous apporter des informations
quant au mécanisme de couplage entre les GPCR et Kir6.2, nous permettant de
comprendre pourquoi le profil de la réponse diffère entre D2–K0-25, D3–K0-25 et
M2–K0-25, β2–K0-25.
8.1.3.4 Fonctionnalité de D3 au sein de la fusion
Dans le but de déterminer si D3 est toujours fonctionnel (i.e. capable d’activer
les protéines G) au sein de la fusion, nous utilisons un canal potassique rectifiant
entrant activé par les protéines G (Kir3.x). En effet, les GPCR couplés aux protéines
Gαi peuvent activer les canaux Kir3.x via les protéines Gβγ (fig. 8.12). Nous nous
servons donc de Kir3.x comme d’un rapporteur de l’activité des GPCR. Pour cela,
D3–K0-25 et Kir3.x sont co–exprimés dans l’ovocyte de xénope. Cette approche est
donc mise en œuvre dans le cas des GPCR couplés Gαi. En temps normal, Kir3.4 et
Kir3.1 s’associent pour former des hétérotétramères. Ainsi, Kir3.4* est muté (S143T)
pour pouvoir être exprimé sans Kir3.1 [319].
L’application de dopamine à 1 µM sur D3–K0-25 + Kir3.4* semble provoquer
une légère activation qui est bien inférieure à celles mesurées habituellement avec
140
CHAPITRE 8. ICCR
Figure 8.12 – Principe du contrôle de fonctionnalité de D3 au sein de la fusion. (1.)
Le ligand se fixe sur le GPCR. (2.) Le GPCR est activé et stimule par la suite les
protéines G. (3.) Les protéines G induisent l’ouverture du canal potassique Kir3.x.
Les canaux Kir6.2 et Kir3.x sont bloqués par le Ba2+.
Figure 8.13 – Contrôle de fonctionnalité de D3 au sein de la fusion D3–K0-25. Traces
représentatives obtenues par la technique de double–microélectrodes. Potentiel : -50
mV.
d’autres GPCR. L’effet observé résulterait en fait de la somme de l’inhibition de
D3–K0-25 et de l’activation de Kir3.4*. En outre, en guise de contrôle, nous avons
suivi l’effet de l’activation de D3, non fusionné à Kir6.2, sur le courant engendré par
Kir3.4*. L’ajout de dopamine 0,3 µM a pour conséquence une ouverture de Kir3.4*
(fig. 8.13). Ces données n’étant pas suffisamment convaincantes, nous ne pouvons
pas vraiment conclure quant à la fonctionnalité de D3 lorsqu’il est fusionné à Kir6.2.
8.1.3.5 Discussion
Les résultats obtenus avec la fusion D3–K0-25 sont très encourageants mais res-
tent relativement préliminaires. Pour l’instant, les données montrent que le récepteur
dopaminergique D3, lorsqu’il est fusionné à Kir6.2 délété de 25 résidus en N–ter est
capable d’inhiber l’activité du canal en réponse à la dopamine. Ceci est très intéres-
sant mécanistiquement parlant étant donné que D2 et D3 partagent environ 50 %
d’identité. Les deux récepteurs ont également la même longueur en C–ter. Ces élé-
ments suggèrent que la longueur du lien entre le GPCR et le canal joue un rôle dans le
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Figure 8.14 – Alignement de la zone de fusion de M2–K0-25, D2–K0-25 et CB1–
Kir6.2.
sens (activation ou inhibition) de la réponse engendrée par la stimulation du GPCR.
De plus, il a été montré que lorsque le récepteur M2 est raccourci de neuf résidus,
atteignant ainsi la taille de D2, le profil de la réponse est inversé [Moreau et al., en
préparation]. De la même manière, l’ajout des neuf résidus C–terminaux de M2 en
C–ter de D2 fusionné à Kir6.2 permet de modifier le sens de la réponse induite suite
à l’ajout de dopamine [Moreau et al., en préparation]. Un effet surprenant est celui
de la co–expression de D3–K0-25 et TMD0 qui augmente très efficacement (dix fois)
le courant basal mais abolit l’effet induit par l’activation de D3. Ce phénomène avait
déjà été observé avec le couple D2–K0-25. TMD0 étant connu pour augmenter la P0
de Kir6.2 [20, 81, 46] et également l’expression de surface, nous pouvons supposer que
l’abolition de l’inhibition résulte de la somme de ces deux effets. En effet, il est tout à
fait plausible que le fait d’avoir plus de canaux à la Po élevée à la membrane atténue
fortement cette inhibition. Enfin, des expériences complémentaires sont en cours ou
à faire : doses–réponse de dopamine afin d’évaluer la sensibilité de D3–K0-25, test
de U–99194(antagoniste), reproduire les mesures effectuées avec Kir3.4*. . .
8.1.4 Le couple CB1–Kir6.2
8.1.4.1 Construction de CB1–Kir6.2
La fusion CB1-K0-25 a été mise au point suivant le même mode opératoire que
les deux précédentes. CB1 est un GPCR différent de M2, D2, β2, D3 car il possède
une extrémité N–ter qui compte une centaine de résidus. Dans le but de montrer
que le concept d’ICCR est généralisable aux GPCR de classe A, nous avons choisi
CB1 qui est relativement éloigné des GPCR utilisés jusqu’à lors (23,3 % d’homologie
avec D2 et 27,7 % d’homologie avec M2). Une construction supplémentaire, faisant
intervenir CB1∆C48 a été réalisée (forme "M2–like", fig. 8.14), espérant ainsi pouvoir
améliorer la qualité du couplage entre CB1 et Kir6.2. De plus, CB1 est couplé aux




Figure 8.15 – Courants de base de CB1–K0-25 et CB1–K0-25 + TMD0. Potentiel :
-50 mV.
8.1.4.2 Expression de CB1-K0-25
Le courant basal engendré par CB1–K0-25 (0,3 µA, fig. 8.15) révèle que cette
construction possède un taux d’expression faible (environ deux fois le courant basal
d’un ovocyte non injecté). Comme décrit précédemment, nous avons co–exprimé
CB1–K0-25 et TMD0 en espérant augmenter le courant de base et, par la même,
le niveau d’expression. Le courant mesuré pour CB1–K0-25 + TMD0 se situe aux
alentours de 0,7 µA. Ainsi, la présence de TMD0 a permis de multiplier par quasiment
2,5 le courant basal de cette construction. Encore une fois, TMD0 confirme son rôle
d’amplificateur d’expression.
8.1.4.3 CB1–K0-25 est–il fonctionnel ?
La fonctionnalité du couplage entre CB1 et Kir6.2 a été testée avec W102, un
ligand de CB1. L’ajout de W102 à 1 µM n’induit pas de changement de courant
significatif sur CB1–K0-25 (5,7 %, fig. 8.16). Cependant, en présence de TMD0,
l’application de W102 1 µM met en évidence une activation de l’ordre de 35 % (fig.
8.16). Cette activation est partiellement réversible. TMD0 permettrait non seulement
d’améliorer le niveau d’expression de cet ICCR mais aiderait également à sa fonction
d’une manière pour l’instant inconnue. Des données obtenues au laboratoire ont
montré un phénomène semblable avec la construction M2–K0-30(Kir6.2 délété de
30 résidus en N–ter) qui n’est pas fonctionnelle lorsqu’elle est exprimée mais seule
mais le devient en présence de TMD0 (activation par l’acétylcholine, données non
publiées).
8.1.4.4 Fonctionnalité de CB1 au sein de la fusion
Pour nous assurer que CB1 a bien conservé sa capacité à activer les protéines
G hétérotrimériques tout en étant fusionné à Kir6.2. Nous avons utilisé le canal
rapporteur Kir3.4* qui est activé par les sous–unités βγ des protéines Gαi. Dans un
premier temps, nous avons vérifié que Kir3.4* était bien activé par CB1 non fusionné,
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Figure 8.16 – Fonctionnalité du couple CB1–K0-25 testée en présence de W102 à 1
µM. (a) Traces représentatives obtenues par la méthode de double–microélectrodes.
(b) Variation de courant induite par W102 à 1 µM. Potentiel : -50 mV.
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Figure 8.17 – Intégrité de la fonction de CB1 dans le couple CB1–K0-25. (a) Traces
représentatives obtenues par la méthode de double–microélectrodes. (b) Variation de
courant induite par W102 à 1 µM. Potentiel : -50 mV.
dans l’ovocyte de xénope. La variation de courant induite par le W102 à 1 µM s’élève
à +26 % (fig. 8.17). La liaison de W102 sur le CB1 au sein de la fusion active Kir3.4*
aux alentours de 15 % (fig. 8.17). Il semblerait que CB1 lié à Kir6.2 ait quelque peu
perdu sa capacité à communiquer avec les protéines G.
8.1.4.5 Discussion
CB1–K0-25 est un nouvel exemple montrant l’efficacité de TMD0 en tant que
promoteur d’expression des ICCR. Contrairement à D3–K0-25, celui–ci est fonction-
nel uniquement en présence de TMD0 suggérant que ce dernier puisse tenir un rôle
supplémentaire, de nature fonctionnelle. De plus, CB1 lié à Kir6.2 semble avoir perdu
sa capacité à activer les protéines G hétérotrimériques. Ceci signifierait que la partie
C–ter du récepteur, engagée avec le N–ter de Kir6.2 est importante pour l’interac-
tion avec les protéines G hétérotrimériques. Il a été montré, en utilisant un peptide
constitué des acides aminés 401 à 417 de CB1, que ce domaine était impliqué dans
cette interaction [126, 209]. Ainsi, le fait que le C–ter de CB1 soit lié de manière co-
valente à Kir6.2 peut changer la conformation ou encombrer stériquement le site de
liaison, bloquant, de cette façon, l’accès des protéines G hétérotrimériques. De plus,
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Figure 8.18 – Alignement de la zone de fusion des ICCR M2–K0-25, D2–K0-25,
ops–K0-25, ops–K-16-25 et ops–K-25-25.
il serait éventuellement possible d’améliorer la réponse induite par le ligand grâce au
mutant CB1 Asp163Asn [220]. Ce mutant aurait une activité constitutive diminuée,
laissant supposer que l’activation observée avec notre système pourrait être d’autant
plus importante.
8.1.5 Le couple opsine–Kir6.2
8.1.5.1 Construction des couples ops–Kir6.2
Le clone de l’opsine a été dans un premier temps sous–cloné du vecteur pMT4 au
vecteur pGH2 avec l’enzyme de restriction EcoRI. La fusion a ensuite été effectuée
suivant le mode opératoire décrit section 4.2.3. Trois couples ops–Kir6.2 ont été
réalisés dans le but d’optimiser la communication entre les deux protéines : ops–
K0-25, ops–K-16-25 (la forme "M2–like"), ops–K-25-25 ("D2–like") (cf. fig. 8.18).
8.1.5.2 Comment tester la fonctionnalité de l’opsine en ovocyte de xé-
nope et TEVC?
Dans le cadre de l’évaluation de la fonctionnalité des couples ops–Kir6.2, nous
nous sommes heurtés à une première difficulté qui réside dans le fait que l’opsine est
activée par les photons (cf. section 2.5.4). En effet, il nous semblait délicat d’effectuer
des expériences en double–microélectrodes en respectant les conditions d’activation
de l’opsine (i.e. obscurité puis lumière). Grâce à une recherche bibliographique ap-
profondie, nous avons trouvé qu’il était possible d’activer partiellement l’opsine, sans
stimulation lumineuse, en utilisant le produit de la photo–isomérisation du rétinal
11–cis, le rétinal tout–trans [136, 256]. Afin de tester la capacité de ce dernier à
activer l’opsine dans l’ovocyte de xénope, nous avons utilisé le canal activé par les
protéines G, Kir3.1F137S (noté Kir3.1*). L’activation de ce canal par l’opsine n’était,
au premier abord, pas évidente puisque celle–ci est couplée à un type de protéines G
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(transducine) exprimé exclusivement dans les cellules de la rétine. De plus, il n’existe
aucune preuve de la présence de telles protéines G dans l’ovocyte de xénope. Cepen-
dant, il semble que l’opsine soit capable d’interagir avec d’autres types de protéines
G comme Gαi [306, 147].
Par conséquent, nous avons utilisé le rétinal tout–trans comme un ligand clas-
sique, levant ainsi les difficultés liées à l’activation par la lumière. Ainsi, comme
montré en fig. 8.19, l’application de rétinal tout–trans (noté atret) à 5 µM active
Kir3.1* à 275 % et à 10 µM à plus de 330 %. Ces deux activations ne sont cependant
pas significativement différentes. Il est à noter que la cinétique de réponse est très
lente comparée à celle observée suite à l’activation de Kir3.1* par d’autres GPCR.
Une des explications possibles est le fait que le rétinal tout–trans est un composé
hydrophobe qui aurait tendance à s’accumuler dans la membrane. Etant quelque
peu sceptiques quant à la réponse mesurée, nous avons effectué des contrôles afin de
nous assurer que l’effet observé était bien dû à l’activation de l’opsine par le rétinal
tout–trans. Pour ce faire, nous avons utilisé la sous–unité catalytique S1 de la toxine
pertussique (PTX), connue pour bloquer la dissociation de α et βγ des protéines G
par ADP–ribosylation de la sous–unité αi. L’application de rétinal tout–trans à 5
et 10 µM sur les ovocytes exprimant l’opsine, Kir3.1* et la PTX n’engendre aucune
réponse (fig. 8.19). Nous pouvons donc en déduire que l’activation de Kir3.1* suite
à l’application du rétinal tout–trans est due à l’activation, par l’opsine, de protéines
G hétérotrimériques sensibles à la PTX. Nous avons effectué un contrôle sur Kir3.1*
seul, pour éliminer l’hypothèse de l’effet non spécifique du composé ou du solvant
sur Kir3.1*. Le rétinal tout–trans étant un composé hydrophobe, il doit être dis-
sous dans l’éthanol 100 %. Or, il a été montré qu’il existait une poche de liaison de
l’éthanol sur certains canaux Kir3.x [12]. Les résultats montrent que l’application de
rétinal tout–trans à 5 µM ou 10 µM sur Kir3.1* seul n’induit pas d’augmentation
de courant (cf. fig. 8.19). De plus, la concentration en éthanol dans les solutions de
perfusion est trop faible (au maximum 17 mM) et ne correspond pas à celles néces-
saires à l’activation des canaux Kir3.x dans les résultats présentés par Aryal et al..
Afin de déterminer l’EC50 du rétinal tout–trans, nous l’avons testé de 0,05 µM à 10
µM (concentrations intermédiaires : 0,1 µM, 0,5 µM, 1 µM et 5 µM). En plus de la
cinétique d’activation très lente, nous avons observé un effet inattendu : le canal est
activé à son maximum à 5 µM, sans transition (fig. 8.21). En d’autres termes, nous
ne voyons pas d’activation progressive de Kir3.1* lorsque la concentration augmente.
Nous avons alors testé les concentrations suivantes : 1 µM, 2 µM, 3 µM, 4 µM, 5 µM
et 10 µM en espérant mesurer une activation progressive entre 1 et 5 µM. Le fait est
que l’activation maximale est encore une fois obtenue de manière abrupte, à 3 µM
(fig. 8.21 et fig. 8.22).
Nous avons de plus effectué un contrôle avec l’hydroxylamine, composé permet-
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Figure 8.19 – Activation de l’opsine par le rétinal tout–trans (noté atret). (a) Enre-
gistrements représentatifs obtenus par la technique de double micro–électrodes. (b)
Le rétinal tout–trans, à 5 µM induit une activation de Kir3.1* d’environ 275 % tandis
que le même composé à 10 µM provoque une activation de 337 %. La co–expression
de la PTX abolit cette activation pour les deux concentrations de rétinal tout–trans.
Le rétinal tout–trans ou l’éthanol dans lequel il est dissous n’ont pas d’effet sur Kir3.1
seul. Potentiel : -50 mV.
tant d’inactiver l’opsine interagissant avec le rétinal tout–trans (fig. 8.20). L’appli-
cation d’hydroxylamine à 10 mM, sans ajout préalable de rétinal tout–trans n’in-
duit pas de modification significative du courant engendré par Kir3.1*. En revanche,
après application de rétinal tout–trans, nous observons une inhibition correspondant
à l’ajout d’hydroxylamine. Cette inhibition est réversible, phénomène surprenant qui
pourrait s’expliquer de deux manières :
– le rétinaldoxime, produit de la réaction entre le rétinal tout–trans et l’hydroxy-
lamine, s’hydrolyse pour redonner du rétinal tout–trans,
– du fait de son caractère hydrophobe, du rétinal tout–trans s’accumule dans la
membrane et active l’opsine suite au lavage de l’hydroxylamine.
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Figure 8.20 – Effet de l’hydroxylamine 10 mM sur l’activation induite par le rétinal
tout–trans 5 µM. Potentiel : -50 mV.
Figure 8.21 – Traces représentatives obtenues en TEVC de dose–réponse de réti-
nal tout–trans. (a) Dose–réponse effectuée entre 0,05 µM et 10 µM. Le maximum
d’activation est atteint sans transition, à 5 µM. (b) Dose–réponse réalisée avec les
concentrations suivantes : 1 µM, 2µM, 3 µM, 4 µM, 5 µM et 10 µM. L’activation
maximale est obtenue à une concentration de 3 µM sans passer par des paliers.
Potentiel : -50 mV.
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Figure 8.22 – Courbe dose–réponse de rétinal tout–trans sur opsine + Kir3.1*.
L’ajustement a été réalisé avec l’équation de Hill la plus proche des résultats obtenus.
EC50= 2,5 µM, h=4. Potentiel : -50 mV.
8.1.5.3 Expression des couples ops–Kir6.2
Comme pour tous les ICCR, nous évaluons leur capacité à atteindre la membrane
plasmique en mesurant le courant basal. Les courants de base détectés dans le cas
de l’ops–K0-25, l’ops–K-16-25 et l’ops–K-25-25 ne sont pas suffisamment élevés pour
que nous puissions caractériser ces constructions. Nous avons donc co–exprimé TMD0
avec ces trois ICCR dans le but d’en augmenter l’expression de surface. Dans le cas
de l’ops–K0-25 le courant de base passe de 0,8 µA à environ 1,7 µA (fig. 8.23).
Pour la construction ops–K-16-25 seule, le courant basal avoisine les 0,5 µA tandis
que l’ajout de TMD0 permet d’atteindre 1,4 µA (fig. 8.23). Enfin, aucune mesure
n’a pu être effectuée avec ops–K-25-25 car les courants étaient bien trop faibles
(équivalents à ceux d’ovocytes non–injectés). Cependant, l’ajout de TMD0 nous a
permis d’arriver à un courant de 4,7 µA (fig. 8.23). De nouveau, TMD0, probablement
en interagissant avec Kir6.2, promeut l’expression d’ICCR. Nous avons donc décidé




Figure 8.23 – Courants de base des constructions ops–K0-25, ops–K-16-25 et ops–
K-25-25 ± TMD0. Potentiel : -50 mV.
8.1.5.4 Fonctionnalité des couples ops–Kir6.2
Ayant réussi à montrer que le rétinal tout–trans est capable d’activer l’opsine
dans l’ovocyte de xénope, nous avons pu nous atteler au test de la fonctionnalité des
fusions ops–Kir6.2. L’application de rétinal tout–trans sur ops–K0-25 ± TMD0 ne
conduit à aucune réponse. Le couplage entre l’opsine et Kir6.2 ne semble donc pas
être fonctionnel. Nous avons ensuite testé les formes "M2–like" et "D2–like" de l’ops–
Kir6.2 (ops–K-16-25 et ops–K-25-25 respectivement). Nous avons rencontré quelques
difficultés liées à l’expression des constructions et les avons testées en présence de
TMD0. Le fait est que nous n’observons pas d’activation suite à l’application du
rétinal tout–trans, ni dans le cas de l’ops–K-16-25 + TMD0 ni dans le cas l’ops–
K-25-25 + TMD0. Les traces obtenues en TEVC avec cette dernière construction
ressemblent à celles du D3-K0-25 + TMD0 (cf section 8.1.3.3, fig. 8.24). Cela laisse à
penser que, exprimé seul, ops–K-25-25 pourrait présenter une inhibition, ce qui serait
logique puisqu’il s’agit de la forme "D2–like". Des expériences complémentaires sont
donc nécessaires pour déterminer la nature de la réponse de ce couple.
8.1.5.5 Fonctionnalité de l’opsine au sein des fusions
Tout comme avec les couples CB1–K0-25, D3–K0-25, nous avons testé la fonc-
tionnalité de l’opsine au sein des constructions ops–Kir6.2, et ce, avec le canal
Kir3.1*. L’ajout de rétinal tout–trans sur ops–K0-25 a pour conséquence l’activa-
tion de Kir3.1* aux alentours de 150 % (fig. 8.25). Nous pouvons en déduire que,
malgré le fait que la fusion ne soit apparemment pas fonctionnelle, l’opsine est tou-
jours capable d’activer les protéines G hétérotrimériques au sein de celle–ci. Les tests
réalisés avec ops–K-16-25 nous informent que l’opsine communique avec les protéines
G (activation de 87 %) et par la même, que la délétion de seize résidus en C–ter n’af-
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Figure 8.24 – Enregistrements représentatifs obtenus en TEVC sur ops–K0-25 +
TMD0, ops–K-16-25 + TMD0 et ops–K-25-25 + TMD0. Comportement observé lors
de l’application du rétinal tout–trans à 5 µM pour ops–K0-25 + TMD0 et à 10 µM
pour ops–K-16-25 + TMD0 et ops–K-25-25 + TMD0. Potentiel : -50 mV.
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Figure 8.25 – Tests de fonctionnalité de l’opsine au sein des fusions ops–K0-25,
ops–k-16-25 et ops–K-25-25. (a) Traces représentatives enregistrées en TEVC. (b)
Variation induite par le rétinal tout–trans à 10 µM. Potentiel : -50 mV.
fecte pas sa fonctionnalité. L’opsine délétée de 25 résidus en C–ter dans la fusion
ops–K-25-25 peut activer Kir3.1* de l’ordre de 90 % en réponse à l’application de
rétinal tout–trans à 10 µM (fig.8.25). Il semblerait donc que la délétion ou la com-
binaison de la délétion et de la fusion altère la capacité de l’opsine à communiquer
avec les protéines G. Un contrôle est en cours de mise au point pour déterminer la
cause de cette perte d’activation (élaboration des ops∆C16 et ops∆C25).
8.1.5.6 Discussion
Le rétinal–tout trans peut activer l’opsine en ovocyte de xénope Dans le
cadre de la mise au point de l’ICCR ops–Kir6.2, nous devions trouver un moyen de
tester la fonctionnalité du couple sans devoir effectuer une partie des expériences dans
l’obscurité. L’opsine étant un GPCR activé par les photons, il était nécessaire, pour
des raisons expérimentales, de s’affranchir de la stimulation lumineuse. Pour ce faire,
nous avons utilisé le rétinal tout–trans qui est le produit de la photoisomérisation du
rétinal 11–cis. L’effet de ce composé sur l’opsine a déjà été démontré auparavant sur
membranes issues de tissus natifs [136, 256]. Afin de pouvoir évaluer l’effet du rétinal
tout–trans, nous avions besoin d’un système rapporteur de cette activation. Pour
cela, nous avons mis à contribution le canal Kir3.1*, activé par les protéines G hété-
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rotrimériques (sous–unités βγ couplées Gαi). Nous observons donc que la liaison du
rétinal tout–trans sur l’opsine est capable d’engendrer une activation de Kir3.1* de
l’ordre de 250 % (à 5 et 10 µM). Ceci signifie, non seulement, que le rétinal tout–trans
peut activer l’opsine lorsque celle–ci est exprimée en ovocytes de xénope, mais aussi
que l’opsine y est couplée aux protéines Gαi. Dans les bâtonnets de la rétine, l’opsine
interagit avec la transducine, une protéine Gα se trouvant uniquement dans ce tissu.
Quelques expériences, impliquant des chimères de protéines Gαi, Gαo, Gαq [306] ou
reposant sur la ressemblance existant entre la transducine et Gαi [147], appuient
cette observation. Le contrôle consistant à co–exprimer la sous–unité catalytique de
la PTX avec l’opsine et Kir3.1* n’est sujet à aucune activation. Ce résultat confirme
que l’opsine est couplée aux protéines Gαi dans l’ovocyte de xénope. De plus, la
cinétique de l’activation de Kir3.1* est plus lente que celle observée habituellement
(160 s en moyenne pour une concentration de 5 µM, n=13) avec d’autres ligands et
d’autres GPCR (effet quasi instantané). Une des possibilités pouvant être à l’origine
de cette cinétique particulière est le caractère hydrophobe du rétinal tout–trans. En
effet, ce dernier pourrait en quelque sorte s’accumuler dans la membrane ralentissant
ainsi la cinétique d’activation de l’opsine. Une seconde option repose sur la structure
quaternaire de l’opsine dans la membrane de l’ovocyte de xénope qui pourrait ne pas
être appropriée pour assurer une activation optimale des protéines G. Il a été montré
que l’opsine, dans les tissus natifs, est organisée en dimères qui s’associent entre–eux
en rangées parallèles [85, 169]. En outre, il a été mis en évidence que l’utilisation de
détergents présentant des chaînes carbonées de différentes tailles pouvait influencer la
formation de ces structures quaternaires [139]. Ainsi, le n–dodécyl–β–D–maltoside
(DDM) empêche la formation d’oligomères d’opsine de grande taille tandis que le
n–hexadécyl–β–D–maltoside (HDM) favorise leur formation (observations en micro-
scopie électronique à balayage). De plus, la mesure de l’activation de la transducine
par fluorescence à 345 nm montre que la cinétique est plus lente en DDM qu’en
HDM [139]. Ceci suggère donc que l’état d’oligomérisation de l’opsine a un effet sur
la cinétique d’activation de la transducine. Dans notre cas, nous pouvons supposer
que l’arrangement des récepteurs dans la membrane d’ovocyte de xénope n’est pas
optimal (à cause de la composition de la membrane plasmique) , expliquant ainsi le
temps nécessaire à la mesure de l’activation maximale. Un autre point est le carac-
tère irréversible de l’activation induite par le rétinal tout–trans. En effet, nous ne
parvenons pas à éliminer le ligand par simple lavage. Il semblerait que celui–ci soit
emprisonné dans son site de fixation, conférant à l’opsine un état activé permanent.
Une explication plausible trouve sa source dans le cycle visuel. Suite à la photoiso-
mérisation du rétinal 11–cis en rétinal tout–trans, une faible proportion de ce dernier
peut sortir librement de son site tandis que le reste doit être pris en charge par une
déshydrogénase (rétinol déshydrogénase) qui réduit le rétinal tout–trans en rétinol
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lui permettant de quitter son site de liaison [162]. De cette manière, il y a très peu
de rétinal libre pouvant potentiellement activer l’opsine, et ce, indépendamment de
l’illumination. Si c’était le cas, ceci pourrait fortement entraver la vision.
Le profil de dose–réponse du rétinal tout–trans est atypique Comme le
montre la figure 8.21, le comportement de la courbe dose–réponse de rétinal tout–
trans est pour le moins inhabituel. Le fait est que l’activation observée ne se produit
pas de manière graduelle mais brutale, passant d’un Kir3.1* non activé à une activa-
tion maximale entre 1 et 5 µM. La dose réponse effectuée entre 1 et 5 µM nous montre
qu’un phénomène semblable est observable entre 2 et 3 µM. Cela sous–entend, soit
une forte coopérativité entre les monomères d’opsine due à la structure quaternaire
de ce GPCR, soit un effet dû au caractère hydrophobe du rétinal tout–trans. Dans le
premier cas de figure, certaines observations par microscopie à force atomique laissent
entendre que l’opsine aurait tendance, dans les tissus natifs, à former des rangées de
dimères, interagissant avec d’autres rangées de dimères de manière parallèle [85, 169].
Nous pouvons donc supposer que cet arrangement joue un rôle dans la fonction de
l’opsine et une telle promiscuité suggère un phénomène de coopérativité. Le profil
de dose–réponse du rétinal tout–trans que nous observons montre que le coefficient
de Hill est élevé (h=4, fig. 8.22) ce qui impliquerait que la fixation d’une molécule
de rétinal tout–trans influence grandement la liaison des autres. L’autre explication
repose sur l’hydrophobicité du ligand. Il pourrait en effet présenter un profil de dif-
fusion dans la membrane particulier, tendant à s’accumuler dans la membrane et
déplaçant ainsi la concentration ayant un effet maximal.
TMD0 améliore l’expression des couples ops–Kir6.2 Comme avec les autres
ICCR, nous avons utilisé TMD0 dans le but d’augmenter leur expression de surface.
La méthode s’est avérée efficace sur ces ICCR, nous confortant dans l’idée que TMD0,
en interagissant avec Kir6.2, facilite l’adressage à la membrane des ICCR. Le courant
basal de ops–K0-25 est quasiment doublé. TMD0, premier domaine transmembra-
naire de SUR1 jouerait donc un rôle de chaperonne pour les ICCR leur permettant
d’atteindre la membrane plasmique en plus grand nombre. Il a été montré que TMD0,
lorsqu’il est co–exprimé avec Kir6.2∆, augmente la Po du canal. Ainsi, nous pouvons
avancer qu’une partie de l’augmentation du courant basal observée est due à une
probabilité d’ouverture plus élevée de Kir6.2.
Les fusions ops–Kir6.2 ne sont pas fonctionnelles en présence de TMD0
Les tests effectués avec les couples ops–Kir6.2 en présence de TMD0 nous amènent
à penser que les fusions ne sont pas fonctionnelles. En effet, l’ajout de rétinal tout–
trans à 5 ou 10 µM ne provoque pas de modification de courant. Ainsi, il semblerait
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Figure 8.26 – Alignement de la zone de fusion de M2–K0-25, D2–K0-25, CCR2–
K0-25.
nécessaire d’effectuer une optimisation de ces couples. Une des pistes à suivre serait
celle de la stabilité de l’opsine. Ce GPCR est connu pour être l’un des plus stables et
le passage de la conformation inactive à active ne met en jeu que de subtiles chan-
gements conformationnels [122]. Nous pouvons donc supposer que les modifications
structurales ne sont pas suffisantes pour être transmises à Kir6.2. Une solution serait
donc d’effectuer la manipulation inverse à celle réalisée avec le récepteur β2 adréner-
gique (mutant Glu122Trp). La position de ce résidu est équivalent à celle du Trp126
dans la rhodopsine. L’idée serait donc de remplacer le Trp par une Glu afin de rendre
l’opsine plus flexible. Nous avons pu remarquer, dans le cas des ICCR basés sur le
mutant β2 Glu122Trp que la réponse à l’isoprotérénol était altérée par rapport aux
ICCR faisant intervenir le β2 sauvage. La mutation inverse Trp126Glu pourrait éven-
tuellement rendre l’opsine plus flexible et améliorer la transmission des changements
conformationnels, induits par la fixation du rétinal tout–trans, à Kir6.2.
8.1.6 Le couple CCR2–Kir6.2
8.1.6.1 Construction du couple CCR2–K0-25
Sur le même principe que les constructions précédentes, nous avons élaboré la
fusion CCR2–K0-25 suivant la méthode décrite dans la section 4.2.3. Sur l’alignement
avec M2 et D2, nous remarquons que l’hélice H8 de CCR2 est plus longue de 7 résidus
(fig. 8.26).
8.1.6.2 Expression de CCR2–K0-25
Avant de pouvoir tester la fonctionnalité du couple, nous devons au préalable véri-
fier l’expression de surface. Pour ce faire, et comme précédemment, nous mesurons le
courant basal. Lorsque CCR2–K0-25 est exprimé seul dans l’ovocyte de xénope, nous
observons un courant proche de celui d’ovocytes non injectés (environ 0,15 µA, fig.
8.27). Cela n’étant pas suffisant pour caractériser CCR2–K0-25, nous avons adopté
la même stratégie qu’avec les autres ICCR et avons co–exprimé CCR2–K0-25 avec
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Figure 8.27 – Courant de base des constructions CCR2–K0-25 et CCR2–K0-25 +
TMD0. Potentiel : -50 mV.
TMD0. Le courant basal est ainsi passé de 0,17 µA à 0,45 µA (fig. 8.27). Ces expé-
riences ayant été effectuées à une période où les ovocytes étaient de mauvaise qualité,
il serait intéressant de les reproduire. TMD0 semble, une fois de plus, un moyen re-
lativement efficace d’augmenter le courant de base et par conséquent l’expression de
surface des ICCR.
8.1.6.3 Fonctionnalité de CCR2 au sein de la fusion
Malgré le fait que le courant de base engendré par CCR2–K0-25 soit plus que
doublé en présence de TMD0, celui–ci n’était pas suffisant pour tester la fonctionna-
lité du couple. Nous avons tout de même voulu vérifier la capacité de CCR2 à activer
les protéines G hétérotrimériques, seul ou en fusion avec Kir6.2. Pour ce faire, nous
avons utilisé un des ligands de CCR2, MCP–1 (Monocyte Chemotactic Protein–1
aussi appelé CCL2). Ce composé est une chimiokine, peptide de 23 résidus. Comme
à l’accoutumée, nous avons co–injecté CCR2 ou CCR2–K0-25 avec Kir3.4*. CCR2
non fusionné à Kir6.2 engendre une activation de Kir3.4* de 283 % tandis que CCR2
au sein de la fusion active le canal aux environs de 125 % (fig. 8.28). Dans les deux
cas, CCR2 est capable de communiquer avec les protéines G hétérotrimériques, ceci
nous permettant d’en déduire que l’absence de réponse de CCR2–K0-25 n’est pas
due à une perte de fonctionnalité de CCR2 mais à un mauvais couplage entre le
récepteur et le canal.
8.1.6.4 Discussion
CCR2–K0-25 n’est donc pour l’instant pas fonctionnel mais nous avons la preuve
que cela n’est pas dû à une perte de fonction de CCR2 mais bien à une absence de
couplage entre les deux composants de la fusion. Nous avons cependant rencontré
une autre difficulté avec cet ICCR. En effet, il s’agit d’un des ICCR qui présente
le plus faible courant basal, et ce, même en présence de TMD0 ce qui cause bien
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Figure 8.28 – Fonctionnalité de CCR2 seul ou en fusion avec Kir6.2. CCR2 et
CCR2–K0-25 sont co–exprimés avec Kir3.4*, canal activé par les protéines G. Le
pourcentage d’activation est mesuré suite à l’application de MCP–1 50 nM. Potentiel :
-50 mV.
évidemment un obstacle à l’étude de la fonctionnalité du couple. Il faudrait dans
un premier temps envisager de supprimer 22 et 33 résidus en C–ter dans le but
d’obtenir les formes "M2-like" et "D2–like". Ensuite, des stratégies d’amélioration de
l’expression pourraient être mises en œuvre, en rajoutant des séquences connues pour
faciliter l’adressage membranaire de certains GPCR (cf. section 2.3.1), la délétion du
N–ter étant à proscrire à cause de son importance dans l’interaction avec le ligand
[201, 114].
8.2 M2–Kir6.2, outil d’exploration de l’arrangement du
complexe
Pour l’instant, nous ne savons pas exactement comment sont arrangés dans l’es-
pace les GPCR dans les différents ICCR établis. M2–K0-25 étant le premier couple
a avoir été construit, et l’un des mieux caractérisés, nous l’avons mis à contribution
pour tenter d’élucider l’arrangement du complexe formé par cet ICCR. Sachant que
les GPCR peuvent s’associer pour former des dimères, nous supposons que cela pour-
rait être le cas dans les ICCR. Une autre possibilité envisageable est la répartition des
GPCR de part et d’autre des sous–unités Kir6.2 (fig. 8.29). Dans l’optique d’éclaircir
quelque peu cet arrangement et d’apporter ainsi des éléments supplémentaires pour
la modélisation des ICCR, nous avons voulu voir si SUR, la sous–unité régulatrice
du canal KATP était capable de s’insérer dans le complexe M2–K0-25. La présence
de SUR se manifeste de deux manières : une modification de la sensibilité à l’ATP
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Figure 8.29 – Deux configurations envisageables des ICCR. (1) Les GPCR n’inter-
agissent pas entre eux. (2) Les GPCR forment des dimères.
du canal et une sensibilité aux ouvreurs et inhibiteurs. Nous avons donc effectué
des doses–réponse d’ATP sur M2–K0-25, M2–K0-30, M2–K0-0 et M2-K0-20 ceux–
ci étant exprimés seuls, avec SUR1, SUR2A ou TMD0, avons testé deux ouvreurs
(pinacidil et diazoxide) et un inhibiteur (glibenclamide) sur M2–K0-25 + SUR2A.
8.2.1 Sensibilité à l’ATP
La sensibilité à l’ATP témoigne de la présence et de la qualité du couplage entre
SUR et Kir6.2. Nous avons co–injecté M2–K0-0, M2–K0-20, M2–K0-25 et M2-K0-
30 avec SUR1, SUR2A et TMD0 afin de voir si SUR était capable de s’associer à
ces différents ICCR. Sur ces bases, nous avons pu déterminer si SUR était présent
(suivant la taille du "linker") et s’il pouvait réguler l’activité de Kir6.2 efficacement.
Ce dernier point nous indique si SUR est correctement positionné par rapport à
Kir6.2. Les expériences ont été réalisées en "patch–clamp" excisé "inside–out". Les
ajustements ont été effectués avec le logiciel Origin suivant l’équation de Hill.
Les trois premiers ICCR (M2–K0-0, M2–K0-20, M2–K0-25) montrent une IC50
pour l’ATP comprise entre 120 et 150 µM. Ceci correspond à la sensibilité à l’ATP
d’un Kir∆ [46, 314]. La dernière construction, M2–K0-30 présente une IC50 pour
l’ATP de 278 µM, qui est plus proche de celle d’un Kir∆ + TMD0 que d’un Kir∆
seul. En supprimant trente résidus en N–ter de Kir6.2, nous avons sûrement dû
modifier la sensibilité à l’ATP du canal.
M2–K0-0 co–exprimé avec SUR1 possède une IC50 de 56 µM qui s’apparente à
celle d’un canal KATP . Il semblerait donc que, dans ce cas, l’association entre Kir6.2
et SUR1 ne soit pas entravée par la présence de M2. Néanmoins, nous ne pouvons pas
en dire autant pour M2–K0-0 + SUR2A (IC50=134 µM) dont la réponse à l’ATP
ressemble à s’y méprendre à celle de M2–K0-0 exprimé seul. Ainsi, nous pouvons
supposer que la liaison covalente de M2 en N–ter de Kir6.2 est un obstacle au couplage
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avec SUR2A mais pas SUR1.
Dans le cas de M2–K0-20, l’IC50 calculée en présence de SUR1 n’est pas signifi-
cativement différente de celle obtenue avec M2–K0-20 (122 µM et 150 µ respective-
ment). Ceci suggère que l’interaction entre SUR1 et Kir6.2 au sein de la construction
est altérée. La co–expression de M2–K0-20 avec SUR2A a pour résultat une IC50 de
80 µM, valeur intermédiaire entre un canal KATP et un Kir6.2∆. Ce dernier résultat
laisse à penser que les vingt résidus N–ter de Kir6.2 jouent un rôle, soit dans la
disposition de M2 par rapport à Kir6.2 (empêchant SUR1 d’interagir avec le canal),
soit dans le couplage avec SUR1.
M2–K0-25 co–exprimé avec SUR1 et SUR2A aboutit à l’obtention d’IC50 inter-
médiaires (entre canal KATP et Kir6.2∆) (90 µM et 96 µM respectivement). Ces
résultats sous–entendent que les sous–unités SUR s’associent à Kir6.2 délété de 25
résidus N–ter et fusionné à M2 mais modulent son "gating" de manière moins efficace
que dans le cas du canal SUR + Kir6.2. Ils semblerait donc que SUR1 et SUR2A
soient présents dans le complexe mais que la qualité du couplage soit modifiée du
fait de la présence de M2 et/ou de la délétion N–ter Kir6.2.
La co–expression de SUR1 et SUR2A avec la construction M2–K0-30 donne lieu à
des IC50 de 319 et 249 µM respectivement. Ces valeurs se trouvent être de l’ordre de
grandeur de l’IC50 de Kir6.2∆ + TMD0. Nous remarquons que c’est également le cas
de M2–K0-30 exprimé seul qui possède la plus élevée des IC50 des ICCR (278 µM). La
délétion N–ter de trente résidus semble ici jouer un rôle primordial dans la sensibilité
à l’ATP et rejoint les données présentées par Craig et al. sur le mutant Kir6.2∆28–32
[58]. Seulement une mesure a pu être effectuée avec M2–K0-30 + TMD0 à cause du
fort taux de mortalité des ovocytes injectés avec l’ARN correspondant.
De manière générale, la co–expression avec TMD0 donne lieu à une IC50 qui
coïncide avec celle de Kir6.2∆ + TMD0 (M2–K0-0 + TMD0 : 225 µM, M2–K0-20
+ TMD0 : 568 µM, M2–K0-25 + TMD0 : 348 µM, M2–K0-30 + TMD0 : ∅). Ces
IC50, plus élevées que celles obtenues avec les ICCR exprimés seuls, témoignent de
l’insertion de TMD0 dans le complexe puisque ce domaine de SUR1 est connu pour
diminuer la sensibilité à l’ATP du canal [46].
En outre, il est à noter que la réponse à l’ADP est modifiée. En temps normal,
le canal KATP est activé par l’ADP, en présence de Mg2+, à des concentrations
pouvant aller de 10 à 500 µM, suivant les sous–unités les composant. Au cours des
doses–réponse d’ADP effectuées avec les couples M2–Kir6.2 + SUR, nous n’avons
observé aucune activation (données non présentées). Ceci suggère que l’interaction
entre SUR et Kir (couplé à M2) est altérée.
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Figure 8.30 – Courbes doses–réponse d’ATP sur les couples M2–K0-0, M2–K0-20,
M2–K0-25, M2–K0-30 exprimés seuls, avec SUR1, SUR2A ou TMD0. Dans le cas de
M2–K0-30 + TMD0, le taux de mortalité élevé des ovocytes ne nous a pas permis
de réaliser suffisamment d’enregistrements pour calculer l’EC50. Potentiel : -50 mV.





















Table 8.1 – Récapitulatif des EC50 pour les constructions M2–Kir6.2.
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Figure 8.31 – Effet de l’ou-
vreur pinacidil (10 µM) sur
M2–K0-25 + SUR2A en pré-
sence d’ATP 100 µM. Poten-
tiel : -50 mV.
Figure 8.32 – Effet de l’ou-
vreur diazoxide (300 µM) sur
M2–K0-25 + SUR2A en pré-
sence de 100 µM ATP et 100
µMADP. Potentiel : -50 mV.
8.2.2 M2–K0-25 peut-il former un complexe avec le récepteur aux
sulfonylurées ?
Un moyen complémentaire donnant des indications sur l’association entre SUR
et M2–Kir6.2 est l’utilisation d’ouvreurs et d’inhibiteurs qui se lient à SUR, qui,
en réaction module l’activité de Kir6.2. M2–K0-25 co–exprimé avec SUR2A nous
a servi à faire ces tests en "patch–clamp" excisé "inside–out". Tout d’abord, nous
observons que le pinacidil (ouvreur) parvient à activer M2–K0-25 + SUR2A mais
dans une moindre mesure que le canal Kir6.2 + SUR2A (fig. 8.31). Nous pouvons
ainsi avancer que SUR est présent dans le complexe, qu’il peut modifier le "gating"
du canal mais que l’efficacité de la communication entre SUR et Kir6.2 est altérée.
Par la suite, nous avons testé un autre ouvreur (diazoxide), en présence d’ATP et
d’ADP 100 µM, conditions requises pour assurer l’action de ce composé sur le canal
KATP [69]. Les résultats montrent que le diazoxide n’a pas d’effet sur M2–K0-25 +
SUR2A tandis que le contrôle SUR2A + Kir6.2 est activé par l’ajout de diazoxide
(fig. 8.32). Ceci semble être une conséquence de la perte d’activation induite par
l’ADP, l’action du diazoxide y étant étroitement liée.
Enfin, alors que l’application de glibenclamide (inhibiteur) à 300 nM, en pré-
sence d’ATP 10 µM, provoque la fermeture du canal Kir6.2 + SUR2A, nous ne
mesurons pas de blocage du canal composé par M2–Kir6.2 + SUR2A. Ces résultats
nous indiquent que SUR2A est capable de s’associer à Kir6.2 fusionné à M2 mais
que l’efficacité de couplage est partiellement altérée puisque le glibenclamide et le
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Figure 8.33 – Effet du gli-
benclamide à 300 nM sur
M2–K0-25 + SUR2A en pré-
sence de 10 µM ATP. Poten-
tiel : -50 mV.
diazoxide ne présentent plus d’effet.
8.2.3 Discussion
Le but de ces expériences était de déterminer si le récepteur des sulfonylurées,
SUR, protéine de 140–170 kDa, était capable de s’assembler au complexe tétramé-
rique formé par les ICCR. Etant donné la taille de SUR, les résultats obtenus peuvent
éventuellement nous donner des indications sur la "place" disponible entre le GPCR,
M2 en l’occurrence, et Kir6.2 mais également sur la disposition des GPCR de part
et autre du pore formé par les quatre Kir6.2.
8.2.3.1 Qu’apportent les courbes doses–réponse d’ATP?
Les courbes doses–réponse d’ATP réalisées sur les différents couples M2–Kir6.2
seuls ou en présence de SUR1, SUR2A ou TMD0 sont de bons indicateurs de la
qualité du couplage entre SUR et Kir6.2. En effet, l’ATP, pour Kir6.2∆ présente une
IC50 de 130–200 µM environ, pour le canal KATP celle–ci est comprise entre 10 et
30 µM et pour Kir6.2∆ + TMD0 elle s’élève aux alentours de 300 µM. Les résultats
obtenus témoignent, dans certains cas, de la présence de la sous–unité SUR au sein du
complexe M2–Kir6.2. En nous reposant sur les différences de sensibilité à l’ATP des
couples M2–Kir6.2 exprimés seuls ou avec SUR1, SUR2A ou TMD0 nous avons pu
déterminer si les SUR ou TMD0 avaient pu s’insérer dans le complexe formé par les
M2–Kir6.2. Les données collectées montrent que, de manière générale, TMD0 peut
interagir avec Kir6.2 au sein de la fusion, ce qui rejoint les résultats présentés dans les
sections précédentes où TMD0 est utilisé comme une sorte d’adaptateur/chaperonne
des ICCR (β2–Kir6.2, D3–Kir6.2, CB1–Kir6.2, ops–Kir6.2). De plus, la longueur du
"linker" ne semble pas influencer cette interaction étant donné que la diminution
de sensibilité à l’ATP se retrouve pour chaque construction testée (excepté M2–K0-
30 pour cause de mortalité élevée des ovocytes). De cette manière, nous pouvons
supposer que le N–ter de Kir6.2, du moins les 25 premiers résidus, n’interviennent
pas dans l’interaction entre Kir6.2 et TMD0. En outre, le fait que le N–ter soit engagé
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dans une liaison covalente avec le C–ter de M2 ne semble pas affecter l’effet induit
par la présence de TMD0.
Les résultats obtenus en co–exprimant SUR1 ou SUR2A avec les différents couples
M2–Kir6.2 nous donnent des informations relativement disparates. Nous n’avons pas
de résultats tranchés nous permettant de confirmer de manière certaine la présence
de SUR au sein des ICCR. Cependant, dans le cas de M2–K0-0 + SUR1 l’IC50 de
56 µM indique que SUR1 est bel et bien associé à Kir6.2 en fusion avec M2 (valeur
proche de celle du KATP ). De plus, M2–K0-25 co–exprimé avec SUR1 ou SUR2A
nous donne des IC50 intermédiaires (de l’ordre de 90 µM) entre un Kir6.2∆ et le
canal KATP . Nous pouvons donc supposer que ce comportement pourrait résulter
de l’association de moins de quatre sous–unités SUR. Un comportement semblable a
déjà été observé avec la triple fusion SUR1∼(Kir6.2)2 où le C–ter de SUR1 est lié au
N–ter du premier Kir6.2 [53]. Dans ce cas, le canal ne s’exprime que lorsqu’il est co–
injecté avec SUR1 et présente une IC50 pour l’ATP de 110 µM qui est plus élevée que
celle de SUR1 + Kir6.2. Si nous considérons que la diminution de sensibilité à l’ATP
résulte de la fusion entre SUR1 et Kir6.2 qui entrave le couplage entre SUR1 et Kir6.2,
cela signifie que seuls les SUR1 "libres", au nombre de deux, peuvent influencer la
réponse à l’ATP du canal KATP . Cette situation peut être transposée à notre cas
(fusion GPCR–Kir6.2) et supposerait que deux SUR peuvent s’intercaler dans le
complexe et modifier la sensibilité à l’ATP de Kir6.2. Cela n’est bien sûr qu’une
hypothèse et elle nécessiterait des expériences complémentaires (e.g. co–expression
de M2–Kir6.2 avec la fusion SUR–Kir6.2) pour être confirmée ou infirmée.
La sensibilité à l’ATP de M2–K0-30 est, dans tous les cas (exprimé seul, avec
SUR1 ou SUR2A), déplacée par rapport aux autres couples M2–Kir6.2. En effet, les
IC50 se situent aux alentours de 250–300 µM ce qui s’apparente à celle d’un Kir6.2∆
+ TMD0. Ce comportement semble découler de la délétion de trente résidus en N–
ter de Kir6.2. En effet, l’existence d’un mutant de Kir6.2 possédant une sensibilité
à l’ATP diminuée, Kir6.2∆28–32, a été rapportée récemment [58]. Cette mutation,
découverte chez un patient atteint de diabète néonatal permanent, semble augmenter
la Po du canal KATP en altérant le couplage entre Kir6.2 et SUR1. Ceci n’explique
cependant pas pourquoi M2–K0-30 est également moins sensible à l’ATP puisque
l’effet de la mutation ∆28–32 se manifeste uniquement en présence de SUR1 [58].
Nous pouvons supposer que la combinaison de la fusion à M2 et de la délétion de
trente résidus en N–ter a pour conséquence une diminution de la sensibilité à l’ATP,
perturbant ainsi l’architecture du domaine de liaison de l’ATP de Kir6.2 qui est
constitué par le N–ter d’une sous–unité Kir6.2 et le C–ter de la sous–unité voisine.
164
CHAPITRE 8. ICCR
8.2.3.2 SUR est-il capable de s’associer avec M2–K0-25 ?
Une autre approche, permettant de détecter la présence de SUR au sein de com-
plexe tétramérique formé par M2–Kir6.2, repose sur l’utilisation d’ouvreurs et d’in-
hibiteurs. Ces composés interagissent avec SUR qui, en réponse, module le "gating"
de Kir6.2. Nos expériences se sont concentrées sur le couple M2–K0-25 co–exprimé
avec SUR2A. Les résultats obtenus ont montré que M2–K0-25 + SUR2A n’était plus
sensible au diazoxide (en présence d’ATP 100 µM et ADP 100 µM), contrairement
à SUR2A+ Kir6.2. La réponse au diazoxide est étroitement liée à l’activation in-
duite par l’ADP. Or, lors de doses–réponse d’ADP réalisées sur différents couples
M2–Kir6.2 + SUR, nous avons constaté la perte de cette activation (données non
présentées). De plus, l’application de glibenclamide 300 nM n’entraîne pas de fer-
meture des canaux alors qu’une inhibition est observée dans le cas de SUR2A +
Kir6.2. M2–K0-25 + SUR2A ne présente donc ni sensibilité au diazoxide, ni au gli-
benclamide. Cependant, l’ajout de pinacidil à 10 µM (en présence d’ATP 100 µM)
provoque une activation avoisinant les 20 % tandis que SUR2A + Kir6.2 est activé
aux alentours de 60 %. Cela confirme la présence de SUR2A dans le complexe formé
par M2–K0-25, la qualité du couplage entre SUR2A et Kir6.2 étant altérée. Ces don-
nées suggèrent aussi que, comme suspecté, le pinacidil et le diazoxide (en présence
d’ADP) font appel à des interactions SUR/Kir distinctes.
Ces résultats nous laissent supposer que l’arrangement de M2 au sein du com-
plexe ICCR permet l’insertion d’au moins un SUR. Une étape supplémentaire dans
la détermination de la disposition des GPCR consiste à identifier leur degré d’oli-
gomérisation. Pour ce faire, il nous serait possible de co–exprimer un ICCR avec
un peptide correspondant à une région transmembranaire du GPCR impliquée dans
l’oligomérisation. En effet, il a été montré, dans le cas du récepteur β2 adrénergique
que la présence du peptide TMVI empêchait sa dimérisation [112]. L’hélice TMVI
ferait partie de l’interface entre deux monomères de récepteur β2 adrénergique. Dans
notre cas, une perte de fonction de l’ICCR induite par la présence d’un tel peptide
signifierait que la formation de dimères est nécessaire au couplage entre GPCR et
Kir6.2.
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La première partie de ce travail de thèse s’est portée sur l’identification de mo-
lécules synthétiques pouvant agir sur le canal KATP . Dans un premier temps, nous
avons testé deux insecticides, l’un (amitraz) étant connu pour provoquer, en cas
d’intoxication, des perturbations de certaines fonctions physiologiques suggérant une
implication du canal KATP et le second (diflubenzuron) agissant sur un homologue de
SUR de mammifère, DSUR découvert chez la drosophile. Ces expériences ne dévoilent
aucun effet de ces molécules sur SUR1 + Kir6.2 ou SUR2A + Kir6.2. Ceci suggère
donc que l’amitraz et le diflubenzuron ne modulent pas l’activité du canal KATP .
Nous avons ensuite effectué le criblage d’une dizaine de composés sur SUR1 + Kir6.2
et SUR2A + Kir6.2. Quatre molécules positives sont ressorties de cette série de tests.
Nous avons mis en évidence deux ouvreurs de SUR1 + Kir6.2 et deux ouvreurs de
SUR2A + Kir6.2. Ils constituent donc des médicaments potentiels qui seraient utiles
pour le traitement de pathologies telles que l’hyperinsulinémie ou l’hypertension.
La seconde partie de ce travail de thèse a consisté en l’élaboration et la caracté-
risation de biocapteurs artificiels résultant de l’association d’un GPCR et d’un canal
potassique rectifiant entrant Kir6.2. L’optimisation du couple β2–K0-25 a été une
étape nécessaire à l’obtention d’un système fonctionnel. Ainsi, en modulant la taille
du "linker" entre les deux constituants de cet ICCR, nous sommes parvenus à ouvrir
le canal suite à la fixation d’un ligand (isoprotérénol) sur le récepteur. En outre, nous
avons pu détecter la présence d’antagoniste (alprenolol). Nous avons également mis
en évidence l’incidence d’une mutation du récepteur β2 adrénergique (Glu122Trp)
sur l’amplitude de la réponse induite par l’agoniste, ouvrant ainsi la voie à l’utilisa-
tion des ICCR comme outil de caractérisation fonctionnelle des GPCR. L’obtention
de la structure du récepteur β2 adrénergique en 2007 par Cherezov et al. ouvre des
perspectives en terme de modélisation moléculaire et pourrait apporter une lumière
nouvelle sur le couplage entre le récepteur et Kir6.2. De plus, de tels outils pour-
raient servir à explorer le mécanisme de "gating" de Kir6.2 pouvant, par la suite
être élargi au couplage entre SUR et Kir6.2 au sein du canal KATP . En plus du
récepteur β2 adrénergique, nous sommes parvenus à coupler Kir6.2 aux récepteurs
CB1 et D3 de manière fonctionnelle. Le premier active le canal uniquement en pré-
sence de TMD0 et le second l’inhibe. Le comportement de D3–K0-25 est semblable
à celui de D2–K0-25, les récepteurs D2 et D3 partageant environ 50 % d’identité.
Cette similitude pourrait donc nous aider à comprendre la raison pour laquelle ces
deux ICCR répondent par une diminution de courant tandis que les autres induisent
une augmentation. Un autre ICCR, CCR2–K0-25 n’a pu être caractérisé en détail
pour cause de défaut d’expression. Le contrôle de la fonctionnalité de CCR2 au sein
de la fusion montre que le récepteur est toujours capable d’activer les protéines G
hétérotrimériques, ce qui est un résultat plutôt encourageant. Néanmoins, un effort
d’amélioration de l’expression est encore nécessaire pour pouvoir étudier le couplage
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de cet ICCR. Nous pourrions également envisager d’effectuer des expériences com-
plémentaires(chimiluminescence ou microscopie confocale), afin de déterminer si le
faible courant basal mesuré est bien dû à un défaut d’adressage des ICCR. Cela est
tout à fait réalisable étant donné la présence systématique d’une étiquette hémagglu-
tinine dans ces constructions. Il est en effet possible qu’un niveau de courant basal
bas puisse être le résultat de la présence de canaux fermés à la membrane. Dans ce
cas, les ICCR s’adressent de manière correcte mais n’engendrent qu’un très faible
courant.
De manière générale, il s’est avéré que TMD0, domaine transmembranaire N–ter
de SUR, assurait une augmentation de l’expression des ICCR. Ce domaine interagit
avec Kir6.2 et joue le rôle de chaperonne facilitant l’adressage à la membrane des
ICCR. De surcroît, nous suspectons TMD0 de jouer un rôle dans la fonctionnalité
du couplage, en modifiant le positionnement du GPCR par rapport à Kir6.2.
Dans la quête des ICCR basés sur l’opsine, nous devions trouver une alternative
à l’activation de ce récepteur par la lumière, et ce, pour des raisons pratiques. Nous
avons donc opté pour l’utilisation de rétinal tout–trans, produit de la photoisoméri-
sation du rétinal 11–cis. Ainsi, nous avons pu montrer que le rétinal tout–trans était
capable d’activer l’opsine en ovocyte de xénope, en utilisant Kir3.1*, canal potassique
activé par les protéines G. Ceci nous apporte une information supplémentaire concer-
nant la nature des protéines G couplées à l’opsine dans nos conditions. En effet, ce
récepteur est couplé aux protéines Gαi, alors que, dans les tissus natifs (rétine), il est
couplé à la transducine. En outre, les données fournies par la courbe dose–réponse
de rétinal tout–trans indiquent une forte coopérativité (coefficient de Hill=4). Ceci
coïnciderait avec la présence d’oligomères d’opsine dans la membrane des ovocytes.
Cependant, la cinétique d’activation relativement lente pourrait traduire un état
d’oligomérisation inférieur à celui constaté dans les tissus natifs. Il serait judicieux
de tenter d’observer ces structures par microscopie électronique même si cette tech-
nique n’est pas aisément applicable à l’ovocyte de xénope. Nous avons donc mis au
point un dispositif de caractérisation de l’opsine par électrophysiologie en levant la
contrainte imposée par la photoactivation. De cette manière, nous avons testé la fonc-
tionnalité des ICCR opsine–Kir6.2 qui ne sont malheureusement pas fonctionnels. Il
serait donc nécessaire d’optimiser le couplage. Une caractéristique de l’opsine est sa
grande stabilité, ce qui a facilité son étude structurale. Nous pouvons donc supposer
que les changements conformationnels induits par la fixation de rétinal tout–trans
ne sont pas suffisants pour être détectés par Kir6.2. Par conséquent, une solution
envisageable serait de rendre l’opsine moins stable, en réalisant la mutation inverse
à celle opérée sur le récepteur β2 adrénergique (Glu122Trp). Cela consisterait donc
à construire un mutant opsine Trp126Glu espérant ainsi déverrouiller le récepteur et
améliorer le couplage avec Kir6.2.
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Enfin, nous avons mis à contribution les ICCR comprenant le récepteur muscari-
nique M2 afin d’explorer l’architecture de ces biocapteurs. Le but était de déterminer
si l’arrangement des GPCR autour du pore formé par Kir6.2 permettait l’insertion
de sous-unités SUR et de mettre en évidence l’effet de la taille du "linker" sur cette
insertion. Les indicateurs de la présence de cette protéine sont la sensibilité à l’ATP
et aux ouvreurs ou bloqueurs. Ainsi, nous avons constaté qu’au moins une sous–unité
SUR pouvait interagir avec Kir6.2. SUR étant une protéine de grande taille (140 à
170 kDa), cela nous donne des indications quant à l’espace disponible au sein du
complexe formé par l’ICCR. Néanmoins, il est à noter que le couplage entre Kir6.2,
fusionné à M2, et SUR2A n’est pas optimal. La fusion et la délétion en N–ter de
Kir6.2 pourraient avoir de telles conséquences. Des expériences complémentaires se-
raient bien sûr nécessaires pour déterminer si le récepteur muscarinique M2 s’associe
en dimères ou reste à l’état de monomère dans le complexe M2–K0-25.
L’ensemble de ces travaux pourrait apporter un nouvel angle d’approche pour
l’étude du "gating" de Kir6.2. De plus, les structures de GPCR connues et celles à
venir sont susceptibles d’apporter des informations complémentaires dans le cadre
de la modélisation moléculaire en vue de l’élucidation du mécanisme de couplage
des ICCR. En outre, l’intégration de ces biocapteurs électriques artificiels dans des
biopuces pourrait constituer des outils de criblage miniaturisés de composés. Ainsi,
il serait possible de détecter la fixation d’un ligand sur un seul ICCR, et ce, en temps
réel. Nous avons également montré au cours de ces travaux que les ICCR constituent
un outil de caractérisation fonctionnelle des GPCR. Il reste bien évidemment de
nombreux points d’ombre à élucider quant au mécanisme de couplage, mais le concept
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Titre
Conception et caractérisation de biocapteurs basés sur l’assemblage de récepteurs et canaux ioniques
Résumé
Les canaux sensibles à l’ATP (KATP ) résultent de l’association unique d’une protéine ABC (le récepteur
des sulfonylurées, SUR) et d’un canal potassique rectifiant entrant (Kir6.x). Suite à la liaison de divers
effecteurs (nucléotides, molécules pharmacologiques), SUR module l’activité de Kir6.x. Dans l’organisme, les
canaux KATP lient le niveau énergétique de la cellule au potentiel membranaire. De ce fait, leur implication
dans diverses fonctions physiologiques telles que la sécrétion pancréatique d’insuline ou le contrôle du tonus
vasculaire en fait des cibles thérapeutiques. Ainsi, dans le cadre d’une collaboration, nous avons testé des
composés (dérivés benzothiazine) sur le canal KATP . Quatre d’entre eux se sont avérés être des ouvreurs des
canaux KATP . Nous avons également exploré l’effet de deux insecticides, l’amitraz et le diflubenzuron sur le
canal KATP .
En outre, dans une optique de généralisation du concept d’Ion Channel-Coupled Receptor (ICCR) mis au
point par l’équipe, nous avons élaboré des biocapteurs reposant sur l’assemblage de récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR) et Kir6.2. Cette association, inspirée par le canal KATP , est réalisée de telle manière
que la fixation d’un ligand sur le GPCR entraîne la modulation de l’activité de Kir6.2. L’ingénierie molécu-
laire nous a permis de fusionner Kir6.2 aux récepteurs β2 adrénergique, dopaminergique D3, cannabinoïde 1
(CB1), des CC–chimiokines 2 et à l’opsine. La méthode de double-microélectrodes nous a permis d’identifier
trois ICCR fonctionnels basés sur les récepteurs β2, D3 et CB1. Ces biocapteurs présentent des applications
dans le cadre du criblage haut débit, la caractérisation fonctionnelle des GPCR ou la compréhension de la
régulation de l’activité de Kir6.2.
Title
Design and characterization of biosensors based on the covalent assembly of receptors and ion channels
Abstract
ATP sensitive potassium channels (KATP ) comprise two proteins : The sulfonylurea receptor (SUR,
an ABC protein) and an inward rectifier potassium channel (Kir6.2). Upon binding of different types of
effectors (nucleotides, pharmacological compounds), SUR, the regulatory subunit, modulates the gating of
Kir6.2. The KATP channel links the metabolic state of the cell to its electrical excitability. Thereby, it acts
as a metabolic sensor and is involved in physiological functions such as insulin secretion, cardioprotection,
vascular tone control. . .Thus, the KATP channel constitutes a therapeutic target. In this work, we studied
the effects of benzothiazine derivatives on SUR1 + Kir6.2 and SUR2A + Kir6.2. We also investigated the
effects of two pesticides, amitraz and diflubenzuron, on the KATP channel.
To extend the concept of Ion Channel-Coupled Receptor (ICCR) initiated in the laboratory, we designed
new constructs by engineering fusion between Kir6.2 and five GPCRs : the β2 adrenergic, cannabinoid 1
(CB1), dopaminergic D3, CC–chemokine (CCR2) receptors and opsin. The receptor C–ter and Kir6.2 N–ter
extremities were pared to promote efficient coupling and joined covalently. The fusions were heterologously
expressed in Xenopus oocytes and characterized by the two–electrode voltage clamp technique. Three ICCR
(β2–based, CB1–based and D3–based) out of five were shown to be functional. Thus, the ICCR concept is
readily applicable to class A GPCRs. Besides their obvious interest in drug screening, the new ICCRs should
be valuable tools to investigate the intermolecular events involved in the modulation of Kir6.2 gating and
the nature of the GPCR conformational changes evoked by their ligands.
Discipline
Biologie structurale et nanobiologie
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GPCR, canal KATP , biocapteur, électrophysiologie (patch–clamp, double micro–électrodes), ingénierie mo-
léculaire
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